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1. Einleitung  
 
1.1. Mycobacterium leprae 
 
Der Erreger der Lepra, Mycobacterium leprae, gehört zur Familie der Mycobacteriaceae. 
Mykobakterien sind aerobe, nicht Sporen bildende Stäbchen, die sich durch einen hohen 
Mureingehalt in der Zellwand und eine besondere Widerstandsfähigkeit gegenüber Säuren 
und Basen auszeichnen. Mittels Gram-Färbung sind Mykobakterien nur schwer anzufärben, 
der Zellwandaufbau entspricht jedoch weitestgehend dem grampositiver Bakterien. Neben 
einer Schicht von Peptidoglykanen enthält die äußere Zellwand der Bakterien Proteine, 
Phospholipide, Polysaccharide (Arabinogalactan), Glykolipide, langkettige Mykolsäuren und 
Wachse, welche bis zu 60% der Bakterientrockensubstanz ausmachen. (1) Dieser hohe Anteil 
an Wachsen und Lipiden ist verantwortlich für das langsame Wachstum, eine schlechte 
Anfärbbarkeit, eine geringe Permeabilität für Antibiotika und eine weitgehende 
Unempfindlichkeit gegenüber chemischen und physikalischen Einflüssen. Aufgrund dessen 
werden auch im Rahmen einer Desoxyribonukleinsäure (engl.:“deoxyribonucleic acid“; DNA) 
und Ribonukleinsäure (engl.: “ribonucleic acid“; RNA) Extraktion längere Inkubationszeiten 
mit entsprechenden Enzymen (z.B. Lysozym, Proteinase K) zur Lyse der Zellwand benötigt. (1) 
(2) (3) 
M. leprae ist ein 1,5µm langes, 0,3µm breites, leicht gebogenes Stäbchenbakterium, welches 
obligat intrazellulär lebt und einen Tropismus für Schwann-Zellen und Makrophagen aufweist, 
in denen sich das Bakterium auch vermehrt. Nach Phagozytose durch einen 
Gewebsmakrophagen verhindert das Bakterium die Verschmelzung von Phagosom und 
Lysosom. Gegen antimikrobielle Stoffe und damit vor Inaktivierung im Phagosom schützt die 
Mykolsäureschicht des Mykobakteriums. Hierdurch kann, abhängig von der individuellen 
Immunlage, durch Vermehrung im Phagosom schließlich der Zelltod des Makrophagen 
herbeigeführt werden. (1) (2) (3) 
Die mikroskopische Darstellung von Mykobakterien ist mit Hilfe von karbolfuchsinhaltigen 
Spezialfärbungen z.B. nach Ziehl-Neelsen oder Kinyoun möglich. Die Generationszeit von M. 
leprae beträgt 12-14 Tage und eine erfolgreiche Kultivierung in vitro gelang bis zum heutigen 
Zeitpunkt noch nicht. Eine in vivo Kultur wurde erstmals 1960 an Pfoten thymektomierter 
Mäuse durchgeführt. Relevanz besitzt das Mausmodell aktuell noch immer zur 
Therapiekontrolle in der Resistenztestung und dem Viabilitätsnachweis. Seit 1971 dient auch 
das südamerikanische Gürteltier Dasypus novemcinctus als Tiermodell für die Lepraforschung, 
welches neben dem Eichhörnchen Sciurus vulgaris und dem Schimpansen Pan troglodytes, 
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das einzige bekannte immunologisch kompetente Säugetier ist, in dem sich M. leprae 
repliziert. (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) 
Der Zeitraum zwischen stattgehabter Infektion mit den Mykobakterien und klinischer 
Manifestation ist nicht genau bekannt (2) (8) (12) (13) (14), in der Literatur variieren die 
Angaben zur Inkubationszeit zwischen 3 Monaten bis zu 30 Jahre. (10) (15)  
 
 
1.2. Geschichtliche Hintergründe  
 
Die Lepra ist eine der ältesten bekannten Infektionskrankheiten der Menschheit. Erste 
archäologische Hinweise der Lepra stammen aus dem Jahre 1550 vor Christus (v. Chr.) von 
einem medizinischen Papyrus aus Ägypten. (16) (17) Es wird angenommen, dass die 
Erkrankung auch im Neuen und Alten Testament der Bibel Erwähnung findet. Jedoch sind 
diese Hinweise wissenschaftlich umstritten. Die frühesten allgemein akzeptierten Referenzen 
stammen aus dem Jahre 600 v. Chr. aus Südasien. (16) (17)  
Wissenschaftliche Theorien gehen davon aus, dass sich die Krankheit ursprünglich von 
Ostafrika nach Vorderasien, Asien und Europa ausbreitete. Durch Migration und wachsende 
Handelsbeziehungen gelangte M. leprae schließlich weiter nach Westafrika und Amerika. (18)  
Die Lepra war im Mittelalter eine Massenseuche in Europa und erreichte den Höhepunkt ihrer 
Ausbreitung im 13. Jahrhundert. Zum Ende des 16. Jahrhunderts zeigte sich die Ausbreitung 
rückläufig, allerdings trat die Lepra noch bis zum Ende des 19. Jahrhunderts in Skandinavien 
auf. (18) (19) (20) (21) 
Im Jahr 1873 entdeckte der Norweger Gerhard Henrik Armauer Hansen M. leprae als den 
kausalen Erreger der Lepra und gilt damit als Begründer der Leprologie. Zu diesem Zeitpunkt 
existierte allerdings noch keine effektive Therapiemöglichkeit. Der erste Durchbruch in der 
Behandlung wurde 1947 mit Einführung des Antibiotikums Dapson erzielt. Die lebenslange 
Behandlungsdauer und eine in den 1960er Jahren primäre und sekundäre Resistenzbildung 
von bis zu 30% der getesteten Erreger erschwerten jedoch die Therapie. (22) Nach 
Entwicklung und Einführung weiterer antimykobakterieller Substanzen konnte die Therapie 
zu Beginn der 1960er Jahre durch Verwendung von Rifampicin und Clofazimin erweitert 
werden (1), sodass nach ausgedehnten Studien 1981 schließlich von der 
Weltgesundheitsorganisation (engl.: „World Health Organisation“, WHO) die Anwendung 
einer Kombinationstherapie (engl.: „multidrug therapy“, MDT), bestehend aus Dapson, 
Rifampicin - und in Abhängigkeit von der klinischen Einteilung gegebenenfalls Clofazimin - 
empfohlen wurde. (23) (24) 
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1.3. Epidemiologie  
 
Die Lepra stellt heute weltweit nach der Tuberkulose die zweithäufigste mykobakterielle 
Erkrankung bei immunkompetenten Personen dar und tritt in mehr als 90 Ländern auf. Die 
Inzidenz (Inzidenz = Anzahl der Neuerkrankten) und Prävalenz (Prävalenz = Anzahl der 
Erkrankten/Anzahl der Einwohner) haben in den vergangenen Jahren und Jahrzehnten 
abgenommen, wobei ein besonders starker Inzidenzabfall um 60% zwischen den Jahren 2001 
und 2005 zu verzeichnen war. (25) (26) (27) Seitdem stagniert der Inzidenzabfall jedoch bei 
jährlich über 200 000 Neuerkrankungen (Abbildung 1. Entwicklung der Lepra-Inzidenz und 
Prävalenz während der Jahre 2004-2017), womit von einer anhaltenden Transmission der 
Erkrankung auszugehen ist. (11) (27) (28) (29) (30) (31) Durch die Ausweitung nationaler 
Gesundheitsprogramme konnte die Inzidenzrate also vermutlich nur marginal beeinflusst 
werden. (30) (32) Zudem werden Vollständigkeit und Qualität der an die WHO übermittelten 
Daten zunehmend kritischer hinterfragt. Für den zeitweilig starken Inzidenzabfall werden 
verschiedene Erklärungsansätze diskutiert: Zum einen wird eine mögliche Überdiagnose vor 
dem Jahre 2001 aufgeführt, bedingt durch intensivierte Kontrollprogramme in den Jahren 
1996 bis 2001. Aber auch eine Abnahme der Meldungen neuer Leprafälle infolge einer 
Verringerung der Abdeckung und Intensität von Lepra-Kontrollprogrammen innerhalb der 
Folgejahre wird debattiert. (33) (34)  
 
 
Abbildung 1. Entwicklung der Lepra-Inzidenz und Prävalenz während der Jahre 2004 – 2017 
(Quelle der Zahlen: WHO (25) (26) (27) (35))  
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1.4. Globale Lepra-Strategie 
 
Trotz des in Abschnitt 1.3. beschriebenen Inzidenzabfalls zwischen den Jahren 2001 und 2005, 
stellen eine verzögerte Diagnosestellung, anhaltende Diskriminierung von Lepra-Patienten 
und ein geringer Einfluss bisheriger Maßnahmen auf die Lepra-Transmission die größten 
Herausforderungen im Kampf gegen die Lepra dar. Durch die globale Lepra-Strategie (engl.: 
„Global Leprosy Strategy 2016-2020“) der WHO (36) soll daher ein Strategiewechsel hin zur 
Reduktion der Krankheitslast vorangetrieben werden, welcher auf drei Säulen fußt: (i) 
Stärkung der Verantwortung nationaler Regierungen, sowie der Koordination und 
Zusammenarbeit, (ii) Unterbrechung der Lepratransmission und der Komplikationen der 
Krankheit und (iii) die Beendigung der Diskriminierung Betroffener und Förderung von deren 
Inklusion. Zur Durchsetzung der Ziele der globalen Lepra-Strategie wurden folgende 
Indikatoren festgelegt (36):  
1. Die Reduktion der Grad 2 Behinderungen (Abbildung 2. Einteilung des Grades der 
Behinderung bei Beteiligung der Augen und/oder Extremitäten nach WHO) unter den 
Neuerkrankungen auf weniger als eins pro eine Million, soll erreicht werden. Die 
Anzahl der Grad 2 Behinderungen ist im Vergleich zur Prävalenz weniger störanfällig 
gegenüber operativen Einflussfaktoren. In den vergangenen Jahren hat sich die Zahl 
der Grad 2 Behinderungen und irreversibler Körperschäden jedoch kaum verändert, so 
waren es 13.886 Fälle im Jahr 2005, während 2017 die Zahl der Grad 2 Behinderungen 
weltweit bei 12.189 Fällen lag (Abbildung 3. Weltweite Entwicklung der Zahl der Grad 
2 Behinderungen). (35) 
2. Die Anzahl an Kindern unter den Neuinfektionen und die Zahl an Kindern mit 
Behinderungen soll auf null reduziert werden. Der Anteil an Kindern unter den 
Neuerkrankungen wird als Indikator einer anhaltenden Transmission verwendet, 
welcher in Afrika im Jahr 2017 bei 7,9% und weltweit bei 8,1% lag (Abbildung 4. 
Weltweite Entwicklung des Anteils der Kinder unter den Neuerkrankungen). (27) (31) 
(35) (37) (38) 
3. Die Anzahl der Länder, deren Gesetzgebung eine Diskriminierung aufgrund einer 
Lepraerkrankung ermöglicht, soll auf null reduziert werden. 
 
Voraussetzung zum Erreichen der Ziele 1. und 2. ist eine frühzeitige Diagnosestellung und 
Behandlung von Lepra-Patienten, sowie die Verbesserung von Gesundheitsstrukturen. Eine 
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Möglichkeit stellt hierzu die Implementierung einer aktiven Patientensuche (engl.: „active 
case finding“) und die Entwicklung neuer, sensitiver diagnostischer Tests dar. (27) (36) 
 
 
Extremitäten 
Grad 0 Keine Sensibilitätsstörung, keine sichtbaren Deformitäten oder 
Verletzungen 
Grad 1  Sensibilitätsstörung, keine sichtbaren Deformitäten oder Verletzungen 
Grad 2  Sichtbare Deformitäten oder Verletzungen 
 
Augen 
Grad 0  Keine lepraassoziierten Augenbeteiligungen, kein Hinweis auf Verlust des 
Sehvermögens 
Grad 1 Lepraassoziierte Augenbeteiligung, aber Sehvermögen nicht schwer 
betroffen (Sehkraft 6/60 oder besser, Finger aus 6 Meter Entfernung lesen 
können) 
Grad 2 Schwere Minderung des Sehvermögens (Sehkraft schlechter 6/60; Finger 
aus 6 Meter Entfernung nicht lesen können); Lagopthalmus, Iridozyklitis, 
Hornhauttrübung 
Abbildung 2. Einteilung des Grades der Behinderung bei Beteiligung der Augen und/oder 
Extremitäten nach WHO (39) 
 
 
 
Abbildung 3. Weltweite Entwicklung der Zahl der Grad 2 Behinderungen (Quelle der Zahlen: 
WHO) (25) (26) (35)  
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Abbildung 4. Weltweite Entwicklung des Anteils der Kinder unter den Neuerkrankungen 
(Quelle der Zahlen: WHO) (25) (26) (35)  
 
 
 
1.5. Pathogenese und Klinik 
 
Die Lepra manifestiert sich klinisch vorwiegend an der Haut, den peripheren Nerven, sowie 
der Nasen- und Mundschleimhaut. (11) (40) (41) (42) (43) Es handelt sich um eine chronisch 
verlaufende Erkrankung, bei der die Pathogenese eng mit der Immunantwort verknüpft ist 
und somit die verschiedenen klinischen Verlaufsformen bedingt. (40). Auch das 
Vorhandensein von Mutationen bestimmter humaner Gene, welche immunmodulatorisch 
wirksam sind, beeinflusst sowohl die Empfänglichkeit als auch den Verlauf der Krankheit. (1) 
(44) (45) 
Das breite Erkrankungsspektrum dieser Infektionskrankheit wurde von Ridley und Jopling 
nach klinischen, bakteriologischen, immunologischen und histopathologischen Kriterien in 
fünf verschiedene Lepraformen eingeteilt: Die tuberkuloide Lepra (TT) und lepromatöse Lepra 
(LL) als polare und stabile Formen und die borderline Lepraformen (borderline-tuberkuloide 
Lepra [BT], borderline-borderline Lepra [BB], borderline-lepromatöse Lepra [BL]) als instabile 
Formen. (46) (47) (48)  
Die tuberkuloide Form der Lepra ist gekennzeichnet durch eine starke zellulär vermittelte 
Immunantwort, wobei die Krankheit auf einige gut umschriebene Hautläsionen oder 
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Nervenstränge begrenzt bleibt. Auf heller Haut erscheinen die Läsionen erythematös. (49) 
Häufig finden sich bei dieser Form vereinzelte, asymmetrisch angeordnete Läsionen mit 
verminderter Sensibilität. Betroffene periphere Nerven sind verdickt, druckschmerzhaft und 
können einhergehen mit sensiblen und motorischen Ausfällen. Sensibilitätsverlust kann 
wiederum zu Verletzungen und daraus resultierend zu bakteriellen Sekundärinfektionen 
führen. (11) (40) (50) (51) Eine Schädigung der Augen kann aus der Destruktion des Sehnervs 
und des direkten bakteriellen Befalls resultieren. (51) Konkret kann die Destruktion des 
Nervus ophthalmicus zu einer Reduktion des Blinzelns und folgend zu einer trockenen Cornea 
führen, wodurch das Risiko für kleinere Traumata, Ulzerationen und schließlich Erblindung 
erhöht wird. (41)  
Die Antikörperantwort ist bei der tuberkuloiden Form der Lepra nur sehr schwach vorhanden. 
Innerhalb der Läsionen wird von CD4 positiven T-Lymphozyten (Unterscheidungsgruppe, 
engl.: „cluster of differentiation“, CD) vor allem Interferon-Gamma (IFNγ) sezerniert, wodurch 
entlang von Hautnerven gut abgrenzbare Granulome, bestehend aus Epitheloidzellen und 
mehrkernigen Riesenzellen, entstehen. Säurefeste Stäbchen sind in den Läsionen nur 
vereinzelt, teilweise auch gar nicht mikroskopisch zu finden. (1) (2) (52) 
Die lepromatöse Lepra, am anderen Pol des Spektrums, ist durch eine sehr starke 
Antikörperantwort und schwache, zellulär vermittelte Immunantwort gekennzeichnet. Das 
klinische Bild wird hierbei von zum Teil konfluierenden Läsionen bestimmt, welche nur selten 
Sensibilitätsstörungen aufweisen. (49) (53) Häufig findet sich eine ausgedehnte bakterielle 
Infiltration der Haut und peripherer Nerven. In Läsionen der Dermis finden sich mit M. leprae 
gefüllte Makrophagen, jedoch nur sehr wenige CD4 und CD8 positive T-Lymphozyten. 
Serologisch können hohe Antikörpertiter gegen spezifische M. leprae Proteine, wie das 
phenolische Glykolipid 1 (engl.:“phenolic glycolipid-1“; PGL-1) Antigen, aber auch das 
kulturelle Filtrat-Protein 10 (engl.: „culture filtrate protein“; CFP-10) und ESTA-6 Protein 
(engl.:“early secreted antigenic target-6“, ESTA) nachgewiesen werden. (2) (30) (54)  
Von der BT über die BB zur BL ist die zellvermittelte Immunantwort abnehmend, die 
Antikörpertiter, Bakterienlast und die Zahl der Hautläsionen hingegen zunehmend. Im 
Krankheitsverlauf ist es auch möglich, dass sich die verschiedenen klinischen Verlaufsformen 
je nach Immunitätslage verändern und in eine andere Form übergehen (Abbildung 5. Klinisch-
immunologisches Spektrum der Lepra). (2) (3) (55) 
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Abbildung 5. Klinisch-immunologisches Spektrum der Lepra. IL = Interleukin; IFN = Interferon; 
ENL = Erythema nodosum leprosum/ Typ-2-Reaktion; TT = tuberkuloide Lepra; BT = 
borderline-tuberkuloide Lepra; BB = borderline-borderline Lepra; BL = borderline-
lepromatöse Lepra; LL = lepromatöse Lepra; „cell-mediated immunity“= zellvermittelte 
Immunität; „antibody response“ = Antikörperreaktion; „tissue expression of cytokines“= 
Zytokine, welche vom Gewebe exprimiert werden; „leprosy reaction“ = Leprareaktion; 
„reversal reaction“ = Typ-1-Reaktion (Quelle der Abbildung: Britton W.J. 2004 (2)) 
 
Während die Klassifikation nach Ridley und Jopling die klinischen und histopathologischen 
Veränderungen in den Vordergrund stellt, orientiert sich die Einteilung der WHO an den 
therapeutischen Konsequenzen. Sie teilt die Lepra anhand der klinischen Manifestation in 
eine multibazilläre (MB) und paucibazilläre (PB) Form ein. Die Klassifikation sollte anhand 
eines mikroskopischen Nachweises von M. leprae und der Klinik erfolgen. Aufgrund 
begrenzter Ressourcen in vielen endemischen Ländern, orientiert sich die Einteilung in der 
Praxis jedoch meist nur an den klinischen Manifestationen: Nach WHO Richtlinien wird ein 
Patient als PB klassifiziert bei bis zu fünf Hautläsionen sowie bei motorischem oder sensiblem 
Ausfall eines peripheren Nervens. Die Kriterien für die MB Form sind mehr als fünf 
Hautläsionen oder mehr als ein befallener Nerv. (53) (56) Schätzungsweise 30% der Patienten, 
einschließlich MB Patienten, erfüllen jedoch nicht eindeutig die oben genannten 
diagnostischen Kriterien, weshalb zusätzliche labordiagnostische Tests von Bedeutung sind. 
(57) (58) (59) 
Zwecks Therapieentscheidung findet diese Einteilung gegenwärtig in fast allen endemischen 
Ländern, einschließlich Togo, alleinig Anwendung im klinischen Alltag. Daher wird auch in 
dieser Arbeit die vereinfachte WHO Einteilung (MB, PB) Verwendung finden. Die vorwiegende 
Orientierung anhand klinischer Kriterien zur Diagnostik der Lepra führt zu zahlreichen falschen 
Diagnosen und zeigt gleichzeitig die Relevanz und Notwendigkeit neuer, sensitiver 
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diagnostischer Methoden, insbesondere molekularer Diagnostika, auf. (11) (53) (57) (60) (61) 
So wiesen Moorthy et al. im Rahmen einer Studie aus Indien eine Diskrepanz der klinischen 
und histologischen Diagnose von 62,2% nach. (60) Pardillo et al. konnten auf den Philippinen 
zeigen, dass 38% der Patienten fälschlicherweise als PB anstatt MB klassifiziert wurden. (61) 
Dies kann dazu führen, dass Patienten mit einer hohen Bakterienlast über einen zu geringen 
Zeitraum behandelt werden (Therapie der Lepra im Abschnitt 1.8) und somit auch das Risiko 
der Wiedererkrankung ansteigt. (53) 
 
 
1.6. Transmission  
 
Der genaue Übertragungsweg der Lepra ist noch nicht vollständig geklärt, jedoch scheint die 
Übertragung der Erreger durch Tröpfcheninfektion von Mensch zu Mensch im Vordergrund 
zu stehen. So gehen viele Autoren davon aus, dass die oberen Atemwege, insbesondere 
Nasen-, Rachen- und Kehlkopfschleimhaut, die Haupteintrittspforten für M. leprae darstellen. 
(11) (62) (63) Das Risiko einer Ansteckung korreliert sowohl mit der Bakterienlast des 
Erkrankten, der individuellen Empfänglichkeit für M. leprae als auch der Länge und Intensität 
der Exposition. (64) Weiter gibt es Hinweise, dass eine erhöhte Luftfeuchtigkeit und geringere 
Temperaturen mögliche Faktoren darstellen, welche das Risiko einer Leprainfektion erhöhen. 
(65) (66)  
 
Unbehandelte Lepraerkrankte, insbesondere MB Patienten, stellen aufgrund der hohen 
Bakterienlast die bedeutendste Infektionsquelle dar. (11) (67) (68) Dennoch legt das Auftreten 
von Neuerkrankten, ohne vorherigen Kontakt zu Lepra-Patienten, das Vorhandensein 
weiterer Infektionsquellen nahe. (64) (67) (69) (70) In Endemiegebieten wie Indonesien, 
Indien und Äthiopien konnte bei bis zu 7,8% der Allgemeinbevölkerung M. leprae DNA in 
Nasenschleimhautabstrichen nachgewiesen werden. (66) (68) (71) In einer 
hyperendemischen Region im Nordosten Brasiliens konnten Lima et al. bei 28,1% der 
Bevölkerung M. leprae DNA nachweisen. (72)  
Im Nordosten von Indien und Brasilien wurden bis zu 49% der Kontaktpersonen von Lepra-
Patienten (engl.: „household contacts“; HHCs), welche beispielsweise in einer 
Wohngemeinschaft mit diesen leben, positiv auf M. leprae DNA in der Nasenschleimhaut 
getestet. (69) (72) (73) Araujo et al. konnten in einer Untersuchung bei 6,7% der HHCs M. 
leprae DNA im Blut und in 18,3% PGL-1 Antikörper nachweisen. Der Nachweis von M. leprae 
DNA im Blut und die PGL-1 Positivität korrelierten zudem mit einem erhöhten Risiko im 
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weiteren Untersuchungszeitraum von 7 Jahren klinische Manifestationen der Lepra zu 
entwickeln. (69) HHCs besitzen insgesamt ein höheres Risiko im Vergleich zur 
Normalbevölkerung, selbst an Lepra zu erkranken. (67) (73) (74) (75) Bei einer Seropositivität 
für PGL-1 ist das Risiko der Erkrankung für Kontaktpersonen sogar um bis zu 7,5-fach erhöht. 
(75) (76) Bazan-Furini et al. zeigten in einer prospektiven Studie, dass in einer Kohorte von 58 
seropositiven Kontaktpersonen, bereits nach einem Jahr zwei Personen klinische 
Manifestationen der Lepra entwickelten. (77)  
Die Behandlung von Kontaktpersonen im Rahmen einer Chemoprophylaxe zur Unterbrechung 
der Transmission von M. leprae und Reduktion der Lepra-Inzidenz wird momentan in Studien 
untersucht und im Abschnitt 1.8 genauer erläutert. (78) (79) (80)  
Eine transiente M. leprae Besiedlung ist wiederum nicht zwingend mit einer klinisch 
relevanten Infektion gleichzusetzten. (65) (72) (81) Nur bei einem geringen Anteil der 
exponierten Personen werden klinische Zeichen der Lepra manifest. Der „asymptomatischen 
Infektion“ (69) kommt somit eine bedeutende Rolle im Übertragungsweg zu. Diese Personen 
sind nicht erkrankt, werden somit nicht behandelt und stellen ein bedeutendes Reservoir für 
M. leprae dar. (64) (70) Das Vorhandensein von M. leprae DNA ohne klinische Manifestation 
wird von Britton et al. als „subklinische Infektion“ (engl.: „subclinical infection“) bezeichnet. 
(2) In der Literatur wird dieser Ausdruck jedoch sehr unterschiedlich verwendet und definiert. 
Einige Autoren benutzen den Ausdruck als Gegenstück zu der aktiven Erkrankung ohne 
weitere Unterteilung (82) und legen fest, dass die subklinische Infektion mit Hilfe von 
verschiedenen immunologischen und molekularen Tests festgestellt werden kann. (2) (83) 
(84) (85) Immunologische Tests für die Identifikation subklinisch Infizierter beruhen auf der 
spezifischen T-Zell Antikörperantwort (2), Transformation von Lymphozyten (86), IFNγ (83) 
(85) und PGL-1 (82) (87). Smith et al. konstatiert im Gegensatz hierzu, dass noch kein Test zur 
sicheren Diagnose einer subklinischen Infektion existiert. (37) (38) Jedoch können Träger von 
M. leprae in der Nasenschleimhaut sicher durch molekulare Diagnostikmethoden 
nachgewiesen werden, wobei die Nasenschleimhaut nach Araujo et al. die erste 
Eintrittspforte für M. leprae auf dem Infektionsweg darstellt. (69) Die Begriffe „subklinische 
Infektion“ und „M. leprae Träger “ werden in dieser Arbeit synonym verwendet.  
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1.7. Diagnostik 
 
Laut der internationalen Richtlinie der WHO aus dem Jahre 2018 (engl.: „Guidelines for the 
Diagnosis, Treatment and Prevention of Leprosy“) (88) und des „International Textbook of 
Leprosy“ (11), muss zur Diagnose der Lepra mindestens eines der folgenden drei Kriterien 
vorliegen: (i) Hypopigmentierte oder erythematöse Hautläsion(en) mit Sensibilitätsverlust, (ii) 
verdickte Hautnerven mit Sensibilitäts- oder Kraftverlust des innervierten Muskels oder (iii) 
ein mikroskopisch positiver Ausstrich der Lymphflüssigkeit (engl.: „[slit] skin smear“). 
Aufgrund des eingeschränkten Vorhandenseins an Laborkapazitäten in vielen 
Endemiegebieten und des Mangels an Standardisierung im Hinblick auf serologische und 
molekulardiagnostische Tests, beschränken sie die aktuellen Empfehlungen zur Diagnose der 
Lepra auf die oben genannten Kriterien. (88)  
  
Mikroskopie 
Beim „(slit) skin smear“ wird mit einem Skalpell die Haut am Ohrläppchen oder der Rand einer 
Läsion angeritzt und Lymphflüssigkeit gewonnen, hierbei sollte besonders auf die Vermeidung 
einer Verunreinigung mit Blut geachtet werden. Die Lymphflüssigkeit kann anschließend auf 
einem Objektträger nach Spezialfärbung (z.B. nach Kinyoun oder Ziehl-Neelsen) mikroskopiert 
werden (säurefeste Stäbchen Mikroskopie; engl.: „acid-fast bacilli“ [AFB] microscopy). Die 
Sensitivität der AFB-Mikroskopie ist jedoch mit 1-3x104 AFB pro Gramm gering. Auch lässt die 
Mikroskopie eine Unterscheidung zwischen M. leprae und anderen Mykobakterien nicht zu. 
(11) (89) 
 
Histologie 
Sensitiver in der Diagnostik der Lepra, im Vergleich zu der AFB-Mikroskopie, ist die 
histologische Untersuchung von Hautbiopsien oder peripheren Nerven, die als Goldstandard 
erachtet wird. Besonders in den tuberkuloiden Formen finden sich granulomatöse Infiltrate. 
Die lepromatöse Form ist eher durch ein gemischtzelliges dermales Infiltrat, bestehend aus 
Histiozyten mit intrazellulären Aggregaten, Plasmazellen und Lymphozyten bestimmt. (90) 
(91) Der Nachweis von säurefesten Stäbchenbakterien ist insbesondere in den lepromatösen 
Formen mit einem hohen Bakterienindex (Bakteriendichte pro Gesichtsfeld) von bis zu 6 
(mehr als 1000 Bakterien pro Gesichtsfeld) gegeben. Die tuberkuloiden Formen werden durch 
Bakerienindizes zwischen 0 und 2 charakterisiert, wobei „Index 0“ keinen Bakterien in 100 
Gesichtsfeldern und „Index 2“ zwischen einem und 10 Bakterien pro 10 Gesichtsfeldern 
entspricht. (46) (11)  
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Serologie 
Der serologische Nachweis von M. leprae ist unter anderem mit dem Nachweis spezifischer 
Antikörper gegen das PGL-1 Antigen möglich, einem Lipid, welches ein Zellwandbestandteil 
des Mykobakteriums ist. Aufgrund der positiven linearen Korrelation zwischen dem PGL-1 
Antikörper Titer und der Bakterienlast kann die Serologie nicht nur zur Diagnostik der Lepra, 
sondern auch zur Klassifikation und zum Monitoring des Therapieverlaufes angewandt 
werden. (67) (76) (92) (93) 
Unbehandelte MB Patienten weisen in 80%-100% der Fälle spezifische PGL-1 Antikörper auf, 
bei PB Patienten ist der Nachweis lediglich in 15-60% der Fälle möglich. Aber auch in gesunden 
Kontrollgruppen aus Endemiegebieten liegt der positive Anteil an PGL-1 Antikörpern bei 1-
5%. (13) (54) (94) Ein klarer Grenzwert des PGL-1 Antikörper Titers zur Differenzierung 
zwischen MB und PB Patienten wurde noch nicht etabliert. (92) (93) Besonders bei Patienten 
mit einer hohen Bakterienlast kann der Titer zur Therapieüberwachung verwendet werden. 
Nach Beginn einer antimykobakteriellen Therapie kommt es pro Jahr zu einem Titer-Abfall um 
25-50%, so kann ein fehlender Abfall des Titers oder Wiederanstieg nach abgeschlossener 
Therapie als Hinweis für ein Rezidiv angesehen werden. (54) (57) (95)  
Auch zur Einschätzung des Risikos Lepra zu entwickeln wurden serologische Tests bei 
Kontaktpersonen angewandt. So wurden bei HHCs und anderen Kontaktpersonen höhere 
Seropositivitätsraten (3%-39%) des PGL-1 Antikörpers, im Vergleich zur Gesamtbevölkerung 
(1%-27%), festgestellt. (74) Die PGL-1 Seropositivität erhöht das Risiko an Lepra zu erkranken 
um das ein- bis zu 7,5-fache (76) (75) und wird von einigen Autoren, wie unter 1.6 dargestellt, 
zur Identifizierung subklinisch Infizierter diskutiert. (82) (87) (92) 
Serologische Tests stellen eine sinnvolle Ergänzung für die Diagnose und die Überwachung 
des Therapieverlaufs der Lepra dar, haben jedoch - besonders beim Nachweis von PB Lepra-
Patienten - Limitationen. Oskam et al. postulierten, dass bei alleiniger Anwendung zur 
Diagnostik 50% der Patienten nicht detektiert würden. (96)  
 
 
Molekulare Diagnostik 
Der definitive Nachweis auch sehr geringer Bakterienlasten wurde in den letzten 20 Jahren 
durch die Entwicklung von Methoden zur DNA Extraktion, Amplifikation und Detektion M. 
leprae spezifischer DNA mittels Polymerase-Kettenreaktion (engl.:“polymerase chain 
reaction“; PCR) möglich. (63) Im Vergleich zur Mikroskopie, besitzt diese Methode eine 
deutlich höhere Sensitivität zur Detektion von M. leprae. (63) Sie stellt ein wichtiges 
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Instrument bei schwer zu diagnostizierenden Fällen, wie beispielsweise bei Patienten mit 
einem negativen Mikroskopie-Ergebnis, einer rein neuralen Lepraform oder zur 
Differentialdiagnose von Hautläsionen mit nicht eindeutigem histopathologischem Ergebnis, 
dar. (63) (97)  
Zur molekularen Diagnostik der Lepra mittels PCR sind 12 verschiedene lepraspezifische Gene 
in der Literatur beschrieben und in der Tabelle 1. (Für [RT] [q] PCR verwendete M. leprae Gene 
mit entsprechender Publikation) aufgeführt. (98) Die am häufigsten verwendeten 
Gensequenzen waren hierbei RLEP und 16S rRNA, worauf im weiteren Verlauf dieses 
Abschnitts noch genauer eingegangen werden soll. Unterschiedliche Probenmaterialien 
wurden mittels PCR untersucht, wobei die Sensitivität (Angabe in Klammern) aufgrund der 
unterschiedlich hohen Bakterienlast der Materialien jeweils variiert: Biopsien aus 
Augenläsionen (Iris) und Blut (Santos 2001: 54,5%; Gama 2018: 14%) (99) (100), Hautbiopsien 
(Kang 2003. 80%; de Witt 1991: 56%; Martinez 2001: 91%; Azevedo 2017: 58%; Chaitanya 
2017: 75%; Yoon 1993: 93%; Goulart 2007: 53%) (101) (102) (103) (104) (105) (106), 
Nasenabstriche (Martinez 2011: 39%; Phetsuksiri 2006: 78%; de Wit 1993: 80%) (62) (102) 
(107), Nervenbiopsien (Tiwari 2017: 63%) (108), paraffinkonservierte Hautbiopsien (Fiallo 
1992: 61%) (109), „skin smears“ (Kang 2003: 73%; Barnerjee 2008: 85%; Rudeeaneksin 2008: 
79%; Kampirapap 1998: 71%) (101) (110) (111) (112), Urin (Caleffi 2012: 47%) (113). Die 
beschriebenen PCRs besitzen eine Spezifität von bis zu 100%.  
Auch in Kontaktuntersuchungen wurden verschiedene PCRs bereits erfolgreich zum Nachweis 
von M. leprae DNA angewandt. Wie unter 1.6. beschrieben, ist die Identifikation von M. leprae 
positiven Kontaktpersonen bedeutend für ein besseres Verständnis der Lepra-Transmission. 
Darüber hinaus kann die PCR Diagnostik einen wichtigen Bestandteil im Rahmen von 
Kontrollstrategien und zur Identifikation von M. leprae positiven Kontaktpersonen zur 
prophylaktischen Therapie darstellen (siehe 1.8). (66) (67) (68) (69) (71) (72) (74) (73) (75) (79) 
(81) 
 
Zur Detektion von M. leprae DNA wurden in dieser Arbeit die Gensequenzen RLEP und TTC 
verwendet: 
Das lepraspezifische Element (RLEP) ist, als repetitive Nukleotidsequenz, Teil nicht 
kodierender Abschnitte im M. leprae Genom. Pro Genom sind mindestens 19 RLEP Kopien 
(114) vorhanden (Tabelle 2. Publizierte Kopienzahlen von RLEP und TTC mit der 
entsprechenden Veröffentlichung und Herkunft des Probenmaterials), jedoch mit 
unbekannter Funktion. Die RLEP-Sequenz besteht aus einem zentralen 545 Basenpaare (bp) 
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langen Abschnitt, umschlossen von einem variablen und bis zu 100 bp umfassenden Abschnitt. 
Durch Variation in diesem umfassenden Abschnitt, kommt eine breite Variabilität an RLEP-
Aneinanderreihungen zustande. (115) (116) Eine vergleichende Studie mit vier verschiedenen 
Zielgenen (RLEP, 16S rRNA, sodA, Ag85B) konnte die höchste Sensitivität von 87,1% für die 
RLEP PCR aus Hautbiopsien nachweisen. (62) In anderen Veröffentlichungen variierte die 
Sensitivität der RLEP PCR in Abhängigkeit von der Verwendung verschiedener 
Probenmaterialien zwischen 57% und 81%. (62) (104) (106) (117) Truman et al. entwickelten, 
zur Amplifikation mittels qPCR, Primer und eine Sonde für die RLEP Konfigurationen 1, 2, 3 
und 4 (welche im oben beschriebenen 100 bp Abschnitt variieren), die eine 123 bp 
umfassende konkordante Nukleotidsequenz aufweisen (siehe 3.3.2.1.). (114)  
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Charakterisierung Amplifizierte 
Gensequenz (DNA) 
Autor/Jahr der Veröffentlichung 
 
 
Kodierende 
Sequenz,  
1 Kopie pro Genom 
ag36 Hartskeerl 1989 (118) 
hsp18 Williams 1990 (119) 
groEL1/65-kDa-
antigen 
Hackel 1990 (120) ; Plikaytis 1990 (121) 
16S rRNA Pattyn 1992 (122); Richter 1994 (123)  
85B Martinez 2006 (97); Martinez 2011 (62) 
85A Martinez 2006 (97) 
pra Wichitwechkarn 1995 (124); Kampirapap 
1998 (112); Caleffi 2012 (113) 
 
 
Nicht kodierende, 
repetitive  
 Sequenz 
 
RLEP  Clark 1989; Yoon 1993 (105); De Wit 1993 
(125) Kramme 2004 (126); Goulart 2008 (64); 
Banerjee 2008 (110); Martinez 2009 (127), 
Martinez 2011 (62); Yan 2014 (117); Shwakoti 
2016 (128); Azevedo 2017 (103); Chaitanya 
2017 (104) 
TTC repeat  Shin 2000 (129); Banerjee 2008 (110) 
372-Fragment Yoon 1993 (130); Goulart 2007 (106); Reja 
2013 (131);  
 Amplifizierte 
Gensequenz (RNA) 
 
Lange 
Halbwertszeit 
(Stunden) 
16S rRNA Kurabachew 1998 (132); Haile 2004 (133); 
Phetusksiri 2006 (107); Rudeeaneksin 2008 
(111); Bang 2009 (134); Martinez 2009 (127), 
Martinez 2011 (62); Maltempe 2016 (135); 
Gama 2018 (100);  
Kurze 
Halbwertszeit 
(Sekunden) 
sodA mRNA 
 
Martinez 2009 (127), Martinez 2011 (62) 
Tabelle 1. Für (RT) (q) PCR verwendete M. leprae Gene mit entsprechender Publikation 
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Analog zur RLEP Sequenz besteht die Thymin-Thymin-Cytosin (TTC) Sequenz ebenfalls aus 
repetitiven Abschnitten, gelegen in nicht kodierenden Bereichen innerhalb des M. leprae 
Genoms. Mit mindestens acht bis 37 TTC Kopien pro M. leprae Genom variiert diese Anzahl 
oft in M. leprae Stämmen verschiedener Herkunft (Tabelle 2. Publizierte Kopienzahlen von 
RLEP und TTC). (129) (136) 
Banerjee et al. etablierten 2008 eine konventionelle, Gel-basierte Multiplex-PCR (M-PCR) 
basierend auf der Amplifikation der zwei Gentargets (engl.: „target“, Zielsequenz) TTC und 
RLEP. Die Validierung dieser Methode erfolgte anhand von Stanzbiopsien (Hautläsionen) von 
Lepra-Patienten aus Indien und erzielte eine Sensitivität von 89,2% bei MB Patienten und 
80,3% bei PB Patienten. 
 
 
Autor/Jahr der 
Veröffentlichung 
Anzahl der RLEP Kopien Probenmaterial und Herkunft 
Truman, 2008 (114) 19 Maus und Gürteltier 
Cole, 2001 (137) 37 Maus und Gürteltier 
Woods, 1990 (115) 28 Gürteltier 
 Anzahl der TTC Kopien  
Shin, 2000 (129) 10-37 Humanisolat aus Hautbiopsien und 
„slit skin smear“ (Philippinen) 
Srisungngam, 2007 
(138) 
15, 16, 17, 19 Humanisolat aus Hautbiopsien 
(Thailand) 
Zhang, 2005 (136) 8, 13 Maus und Humanisolat aus „slit skin 
smear“ (Thailand) 
Tabelle 2. Publizierte Kopienzahlen von RLEP und TTC mit der entsprechenden 
Veröffentlichung und Herkunft des Probenmaterials 
 
Der Nachweis von DNA ist jedoch nicht sinnvoll, um Rückschlüsse auf die Krankheitsaktivität 
im Rahmen des Therapie-Monitorings zu ziehen, da das Vorhandensein von DNA nicht 
gleichzusetzen ist mit dem Vorkommen viabler Bakterien. Santos et al. zeigten, in 
Übereinstimmung mit anderen Studien, dass 54,5% der Patienten auch nach abgeschlossener 
Behandlung noch ein positives PCR Ergebnis aufwiesen. (99) 
Um diesem Problem zu begegnen, besteht die Möglichkeit des RNA Nachweises mittels 
reverser Transkriptase PCR (RT PCR). (62) (127) (132) (133) Während RNA, im Gegensatz zu 
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DNA, nur eine Halbwertszeit von wenigen Stunden aufweist, können durch diese Methode 
auch viable Bakterien nachgewiesen werden. Bei der RT PCR wird zunächst die einsträngige 
Ribonukleinsäure mittels reverser Transkriptase in komplementäre DNA (engl.: 
„complementary DNA“, cDNA) umgeschrieben und anschließend durch eine PCR amplifiziert. 
Eine zusätzliche Quantifizierung der eingesetzten DNA Menge durch Fluoreszenz-Messungen 
wird durch die quantitative Real-Time PCR (qPCR) möglich. (3) (91) (127) (139) (140) (141) 
Molekulare Tests, basierend auf dem Nachweis mykobakterieller RNA, wurden bereits zum 
Nachweis viabler Mykobakterien in klinischen Proben erfolgreich angewandt und stellen bei 
der Tuberkulose und dem Buruli Ulkus eine Möglichkeit zur Überwachung des 
Therapieerfolges dar. (142) (143) (144) Auch kann die Identifizierung von Trägern viabler M. 
leprae, ohne klinisches Korrelat, und deren Behandlung einen wichtigen Schritt zur 
Unterbrechung der fortwährenden Lepra-Transmission darstellen (siehe 1.8).  
Zum Nachweis von M. leprae RNA wurde in dieser Arbeit die Gensequenz der 16S rRNA 
verwendet: 
Die Gensequenz der 16S rRNA ist Teil eines kodierenden Abschnittes im M. leprae Genom und 
einmalig vorhanden (GenBank Zugangsnummer: NC_002677.1). Die Halbwertszeit der 
ribosomalen RNA (rRNA) beträgt wenige Stunden und kann somit viable Bakterien 
nachweisen und zum Therapiemonitoring eingesetzt werden. (141) Martinez et al. 
entwickelten einen kombinierten 16S rRNA Reverse Transkriptase (RT)/ RLEP Real-Time qPCR 
Viabilitäts Assay, welcher anhand von archivierten Stanzbiopsien der Haut klinisch und 
histopathologisch bestätigter MB-Patienten, validiert wurde. Dieser RNA Assay besitzt eine 
Spezifität von 100% für M. leprae bei einer unteren Nachweisgrenze (engl.: „limit of 
detection“ LOD; geringste Kopienzahl, bei der 95% der Proben positiv getestet werden) von 
30-300 Mykobakterien. (62) 
 
 
1.8. Therapie und Prophylaxe 
 
Von der WHO wird in den Richtlinien aus dem Jahre 2018 eine Therapie bestehend aus täglich 
100mg Dapson, 50mg Clofazimin und monatlich 600mg Rifampicin empfohlen. Hierbei sollte 
die Behandlung paucibazillärer Patienten für sechs Monate und multibazillärer Formen für 
insgesamt zwölf Monate durchgeführt werden. (88) Zuvor wurden unterschiedliche 
Kombinationstherapien für die Behandlung der PB und MB Formen empfohlen, die auch heute 
noch in einigen Ländern Anwendung finden: PB Patienten wurden mittels einer 
Zweierkombination mit monatlich 600mg Rifampicin und täglich 100mg Dapson für sechs 
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Monate behandelt, während MB Patienten zusätzlich mit Clofazimin (50mg täglich und zudem 
300mg monatlich) für insgesamt zwölf Monate behandelt wurden. (56) 
 
Kontaktpersonen neu diagnostizierter Lepraerkrankter besitzen ein höheres Risiko die 
Krankheit zu entwickeln. In Studien konnte gezeigt werden, dass eine Einzeldosis Rifampicin 
(engl.: „single dose rifampicin“; SDR) die Lepra-Inzidenz in der entsprechenden Bevölkerung 
und auch bei Kontaktpersonen signifikant über einen Zeitraum von zwei Jahren reduzieren 
kann. (78) (79) Auf Grundlage dessen wird von der WHO die Durchführung einer SDR bei 
Erwachsenen und Kindern (älter als zwei Jahre) nach vorherigem Kontakt zu Lepra-Patienten 
ausdrücklich empfohlen. (88) 
Der Effekt einer einmaligen Gabe von Rifampicin variiert jedoch stark innerhalb der 
verschiedenen Gruppen von Kontaktpersonen. (79) (80) Die Antibiotika-Applikation scheint 
vor allem in Endemiegebieten wie Indien, Brasilien und Nepal effizient zu sein. (37) Jedoch 
wird auch die SDR Gabe an HHCs in niedrig endemischen Gebieten diskutiert. (37) (145) Smith 
et al. sowie Lockwood et al. betonen jedoch, dass die Ergebnisse der durchgeführten 
Pilotstudien nicht vergleichbar mit denen von randomisiert kontrollierten Studien sind: Durch 
Pilotstudien können sowohl nützliche Daten als auch irreführende Ergebnisse generiert 
werden. Vor diesem Hintergrund sind weiterführende randomisierte Studien zur Evaluation 
einer Chemoprophylaxe unabdingbar. (37) (146)  
Als Ansatz unserer Arbeitsgruppe bietet die Identifikation von M. leprae Trägern ohne 
klinische Manifestation, die Möglichkeit das individuelle Erkrankungsrisiko durch eine 
prophylaktisch-therapeutische Intervention zu senken. 
Aufgrund der noch immer anhaltenden Stigmatisierung sollte solch ein individueller 
Therapieansatz für HHCs jedoch mit Bedacht angewandt werden. In den aktuellen Leitlinien 
der WHO wird die Identifizierung von Kontaktpersonen, insbesondere außerhalb der Familie, 
nur bei ausdrücklicher Zustimmung des Index-Patienten empfohlen. Sollte die 
Veröffentlichung der Diagnose durch den Patienten abgelehnt werden, wird in 
hyperendemischen Gebieten stattdessen die präventive Behandlung beispielsweise einer 
gesamten Dorfgemeinschaft als Einheitslösung (engl.: „blanket approach“) empfohlen. (88)  
 
Zur Immunprophylaxe wird ein protektiver Effekt der Bacillus Calmette-Guérin (BCG) Impfung 
kontrovers diskutiert. (64) (147) Eine Metanalyse aus 29 Studien konnte einen protektiven 
Effekt von 58% im Mittel nachweisen, wobei in keiner der Studien ein negativer Effekt 
beobachtet wurde. (148) Der Wirksamkeit ist, wie auch bei der Tuberkulose, mit bis zu 86% 
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besonders hoch bei jungen Menschen und mit der Zeit abnehmend. (149) (150) (151) Der 
größte protektive Effekt wird für MB Patienten beschrieben, variiert in unterschiedlichen 
Studien jedoch erheblich. (152) (153) Der genaue Grund hierfür ist unklar, als beeinflussende 
Faktoren werden jedoch eine mangelnde Standardisierung der BCG Impfung und Verwendung 
verschiedener Impfstoffstämme diskutiert. (11) (154) 
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2. Problemstellung und Zielsetzung 
 
2.1. Problemstellung 
 
Der Rückgang der Lepra-Inzidenz stagniert weltweit trotz einer zeitweisen Reduktion nach 
Einführung der MDT im Jahr 1981. (42) Lepra stellt daher mit über 200 000 Neuerkrankungen 
pro Jahr noch immer eine große Herausforderung an die Gesundheitssysteme in mehr als 90 
Ländern der Welt dar. (31) (32) Als Parameter für den Erfolg der Lepra-Kontrollmaßnahmen 
wird die Anzahl der Grad 2 Behinderungen und irreversibler Körperschäden angesehen, 
welche jedoch mit weltweit 12.189 im Jahr 2017 deutlich oberhalb des von der WHO 
festgelegten Zielwertes (weniger als eins pro eine Million) lag. Als Indikator einer anhaltenden 
Transmission wird der Anteil an Kindern unter den Neuerkrankungen verwendet, welcher 
ebenfalls weltweit noch bei 8,1% im Jahr 2017 lag und somit auch die aktuelle Inzidenzrate 
erklärt (siehe 1.3 und 1.4). (31) (36) (74) (155) Dies verdeutlicht die Notwendigkeit, der von 
WHO und ILEP geforderten, neuen innovativen Ansätze zur frühzeitigen Diagnose und 
Behandlung. (27) (156) 
 
Die bedeutendste Infektionsquelle sind unbehandelte Lepraerkrankte, insbesondere MB 
Patienten, gefolgt von Trägern des Bakteriums ohne klinische Manifestation – dieser Begriff 
soll im Folgenden synonym zu dem der „subklinischen Infektion“ verwendet werden. (67) (68) 
Neue molekulare Tests können sowohl zur Diagnose unbehandelter Patienten, als auch zur 
Identifikation von M. leprae Trägern ohne klinische Manifestation verwendet werden. Das 
Risiko einer Ansteckung mit M. leprae ist bei HHCs in Endemiegebieten um den Faktor 5-31 
erhöht. (67) (74) (73) (75) Nur bei einem geringen Teil der M. leprae Träger werden tatsächlich 
klinische Zeichen der Lepra manifest, so variiert die Lepra-Inzidenz unter Kontaktpersonen in 
Studien zwischen 1% und 8%, über einen Beobachtungszeitraum von bis zu 25 Jahren. (72) 
(81) In niedrig endemischen Gebieten - wie beispielsweise in Togo – treten Neuerkrankungen 
vornehmlich unter HCCs auf, da das Risiko einer M. leprae Infektion außerhalb des 
gemeinsamen Lebensraumes deutlich geringer ist. (37) Neue molekulare diagnostische Tests 
zur Identifizierung von M. leprae Trägern bieten die Möglichkeit, im Rahmen des Ansatzes 
unserer Arbeitsgruppe, durch eine Behandlung das individuelle Erkrankungsrisiko zu senken. 
Als Voraussetzung zur Reduktion der anhaltenden Transmission durch therapeutische 
Intervention bei Patienten sowie prophylaktisch-therapeutische Intervention bei Trägern, 
wird die gezielte Untersuchung und Identifizierung von Trägern viabler M. leprae sowohl unter 
unbehandelten Patienten als auch unter Bakterienträgern ohne klinische Symptomatik 
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erachtet. (2) (37) (38) (64) (69) (70) (157) (158) (159) Es besteht zudem die Möglichkeit der 
Quantifizierung der individuellen Bakterienlast, wodurch Rückschlüsse sowohl auf das 
Übertragungsrisiko von Patienten und M. leprae Trägern als auch auf das Erkrankungsrisiko 
von M. leprae Trägern gezogen werden können. (127) (140) Je höher die Bakterienlast viabler 
Bakterien, desto größer ist das Risiko eines Patienten oder M. leprae Trägers ohne klinische 
Manifestation ein effizienter Überträger zu sein, bzw. das Risiko eines M. leprae Trägers ohne 
klinische Manifestation selbst zu erkranken. Informationen über bakterielle Viabilität und 
Bakterienlast ermöglichen so auch gezielte, intensivierte Umfelduntersuchungen bei 
potentiellen Hochrisikotransmittern. (75) (76) 
Von der WHO wird in den internationalen Richtlinien aus dem Jahre 2018 die Durchführung 
einer SDR bei Erwachsenen und Kindern nach vorherigem Kontakt zu Lepra-Patienten 
ausdrücklich empfohlen. (88) Als alternativen Ansatz verfolgt unsere Arbeitsgruppe das Ziel, 
M. leprae Träger ohne klinische Manifestation zu identifizieren und diese zur Senkung des 
Transmissionsrisikos gezielt zu behandeln. 
 
Bisher wurde die Leprakontrolle im Rahmen der Nationalprogramme durch passive 
Patientensuche (engl.: „passive case finding“) durchgeführt, wodurch sich Diagnose und 
Behandlung häufig verzögern. Daher wird nun auch vermehrt die Möglichkeit einer aktiven 
Patientensuche (engl.: „active case finding“), zur frühzeitigen Diagnose und Behandlung, 
Reduktion von Behinderungen und Unterbrechung der Transmission, diskutiert. (36) (79) (81) 
(82) (88) (156) (157) 
 
 
 
2.2. Zielsetzung 
 
Das primäre Ziel dieser Arbeit, welche im Rahmen des Forschungsprojektes „Molecular 
Diagnosis of Leprosy“ (MDL), finanziert durch die „Deutsche Lepra- und Tuberkulosehilfe“ 
(DAHW), realisiert werden konnte, war die Etablierung sensitiver molekularer Tests zur 
Diagnostik von Lepra-Patienten, Detektion von M. leprae Trägern ohne klinische Symptome 
und Identifikation von Trägern viabler M. leprae als potentielle Überträger in beiden Gruppen.  
Zur Identifikation von Lepra-Patienten sollte der Nachweis von M. leprae DNA dienen. Zudem 
können durch diesen Test Kontaktpersonen untersucht und durch Identifizierung und 
Behandlung von M. leprae Trägern ohne klinische Manifestation, deren individuelles 
Erkrankungsrisiko gesenkt werden. 
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Durch den RNA Nachweis sollten viable Bakterien detektiert und in Kombination mit der RLEP 
qPCR die Bakterienlast quantifiziert werden. Hierdurch ist die Überwachung des individuellen 
Therapieverlaufs sowie die Identifizierung von Personen mit hohem Potential zur Übertragung 
der Erkrankung möglich, bei denen therapeutische bzw. prophylaktisch-therapeutische 
Interventionen einen wichtigen Beitrag zur Unterbrechung der Transmission von M. leprae 
und somit zur Reduktion der Lepra-Inzidenz darstellen. (142) (143)  
 
In zuvor durchgeführten, retrospektiv angelegten Studien wurden für molekulare Tests 
vornehmlich Stanzbiopsien als Probenmaterial verwendet. (63) Im Gegensatz dazu sollten in 
dieser Arbeit für Endemiegebiete geeignete, nicht invasive und einfach zu entnehmende 
Nasenschleimhautabstriche zur Diagnostik verwendet und verschiedene Transportmedien 
evaluiert werden. Zur Patientenrekrutierung und Gewinnung des Probenmaterials sollte eine 
aktive Fallfindung in Togo implementiert werden (siehe 3.3.7.2.). 
 
Stufenweise sollte hierzu zunächst eine konventionelle PCR und darauf aufbauend eine qPCR 
zum M. leprae DNA und RNA Nachweis entwickelt werden. Für den DNA Nachweis aus 
Nasenschleimhautabstrichen sollte eine kombinierte qPCR zur simultanen Detektion zweier 
repetitiver Genabschnitte (RLEP und TTC) verwendet werden. Ein Nachweis von DNA gelingt 
häufig auch noch nach erfolgreicher Therapie und eignet sich somit nicht zur 
molekularbiologischen Viabilitätstestung. Daher sollte zum Nachweis von RNA, die nur eine 
Halbwertszeit von wenigen Stunden besitzt, eine bereits beschriebene Reverse-Transkriptase 
quantitative Real-Time PCR zur Detektion einer kodierenden RNA Sequenz (16S rRNA) 
optimiert und modifiziert werden. M. leprae RNA wurde zuvor in Hautbiopsien nachgewiesen, 
jedoch noch nie in Nasenschleimhautabstrichen detektiert.  
Für die Entwicklung einer qPCR und eines RNA basierten Viabilitätsnachweises wurden 
zunächst Sequenzdaten der zu detektierenden Genabschnitte RLEP, TTC und 16S rRNA 
benötigt. Da diese von M. leprae Isolaten aus Togo nicht vorlagen, sollte eine 
Gensequenzierung der jeweiligen Abschnitte aus Nasenschleimhautabstrichen durchgeführt 
werden (siehe 3.3.2.1. und 3.3.2.2.). Hierzu sollten konventionelle PCRs für die 
entsprechenden Zielnukleotidsequenzen entwickelt und durch Sequenzierung der 
amplifizierten PCR Produkte erste M. leprae Sequenzdaten aus Togo generiert werden (siehe 
4.1.1.). Auf Grundlage dessen sollten die Zielsequenzen der zu entwickelnden qPCRs bestätigt 
werden.  
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Die anschließende technische Validierung dieser Tests besteht aus der Bestimmung der 
Sensitivität, Spezifität und der Inter-/Intraassay Variabilität (siehe 3.1.). 
Anhand von 160 Nasenabstrichen klinisch diagnostizierter MB Lepra-Patienten sollten die 
Nachweisverfahren klinisch validiert und eine Evaluation der Extraktionsmethoden und 
verschiedener Transportmedien durchgeführt werden. Auf Grundlage dessen sollten 
wiederum die molekularen Testverfahren in Togo am „Institut National d’Hygiène“ (INH) 
implementiert werden (Abbildung 6. Geplanter Ablauf). 
 
 
 
Abbildung 6. Geplanter Ablauf
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Evaluation der Extraktionsmethoden und verschiedener Transportmedien
Validierung anhand klinischer Proben 
Technische Validierung
Weiterentwicklung zur quantitativen kombinierten Real- time PCR 
und Etablierung eines RNA basierten Viabilitätsnachweises 
Etablierung konventioneller PCR
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3. Material und Methoden    
 
3.1. Begriffsdefinitionen 
 
Sensitivität  
Die Sensitivität eines diagnostischen Tests gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein an einer 
spezifischen Erkrankung leidender Patient korrekt als solcher („richtig positiv“) diagnostiziert 
wird. (91) 
 
Spezifität 
Die Spezifität eines diagnostischen Tests gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der ein gesunder 
Patient als nicht erkrankt („richtig negativ“) diagnostiziert wird. (91) 
 
Intraassay Variabilität  
Die Intraassay Variabilität gibt die Messgenauigkeit eines Tests bezogen auf mehrfache 
Messungen derselben Patientenprobe innerhalb eines Versuchsansatzes an. (139) (160) 
 
Interassay Variabilität  
Die Interassay Variabilität gibt die Messgenauigkeit eines Tests bezogen auf mehrfache 
Messungen derselben Patientenprobe in verschiedenen Versuchsansätzen an. (139) (160) 
 
Variationskoeffizient 
Die Intra- und Interassay Variabilität (statistische Kennwerte) werden durch den 
Variationskoeffizienten (engl.: „coefficient of variation“; CV) beschrieben, welcher der 
relativen Standardabweichung entspricht. (160) 
 
Schwellenwert-Zyklus (engl.: cycle threshold; Ct) 
Zyklus während der qPCR, in dem das Fluoreszenzsignal einen festgelegten Schwellenwert 
überschreitet und als positiv zu interpretieren ist. (161) 
 
qPCR Standardkurve 
Es besteht eine linear, umgekehrt proportionale Beziehung zwischen dem Ct-Wert und der 
eingesetzten DNA Menge. Durch Auftragen des Logarithmus der Ausgangsmenge mit 
entsprechendem Ct-Wert wird so eine Standardkurve konstruiert, welche der Bestimmung 
der Effizienz dient. (3) 
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Anforderungen an die Effizienz 
Die theoretische Verdopplung der DNA Menge pro Zyklus entspricht einer Effizienz von 1 
(100%) und Steigung der Regressionsgeraden von -3,32. Laut den MIQE Richtlinien (engl.: 
„minimum information for the publication of quantitative real-time PCR experiments“) sollte 
diese Steigung zwischen -3,2 und -3,4 betragen. (161) 
 
Anforderungen an die qPCR 
Für eine effiziente qPCR und die Veröffentlichung jeweiliger Daten müssen minimale 
Anforderungen erfüllt werden, welche in den MIQE Richtlinien wie folgt definiert werden: In 
der Intraassay Variabilität muss der Variationskoeffizient weniger als 0,65 betragen und die 
maximale Variation aller getesteten Proben innerhalb einer Testung kleiner als 0,35 sein. Für 
die Interassay Variation muss der Variationskoeffizient kleiner als 2,7 sein und die maximale 
Variation unter 0,8 liegen. (162) 
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3.2. Materialien  
3.2.1. Verbrauchsmaterialien 
 
Bezeichnung Lieferant Verwendung 
 
Sterile Einmal-Pinzetten Braun, Melsungen, Deutschland DNA/RNA Extraktion 
Gel cutter  
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
 
 
Sequenzierung 
 
Ultrafree DA, Centrifugal filter 
units 
Carl Roth 
 
Untersuchungshandschuhe 
(Safe Skin Nitrile) 
Kimberly-Clark, Koblenz, 
Deutschland 
DNase freie Pipettenspitzen 
10 µl, 20 µl, 100 µl, 1000 µl 
Kisker, Steinfurt, Deutschland 
DNA/RNA Extraktion und PCR 
DNase freie Reaktionsgefäße 
0,2ml, 1,5 ml, 2 ml 
 
Kisker 
Untersuchungshandschuhe 
(Safe Skin PFE) 
Kimberly-Clark 
 
Sterile Einmal-Skalpelle Gr.10 Braun 
Sterile Einmalkanülen 21G Braun 
96-Well-Multiplates, 
transparent, mit 
Verschlussfolie 
BioRad, München, Deutschland 
Tabelle 3. Verbrauchsmaterialien 
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3.2.2. Enzyme 
Bezeichnung Lieferant Verwendung 
 
Proteinase K (20 mg/ml) 
 
Qiagen, Hilden, Deutschland  
 
DNA/RNA Extraktion Lysozyme (10 mg/ml) Applichem, Darmstadt, 
Deutschland 
 
Ampli Taq Gold Applied Biosystems, Frankfurt, 
Deutschland 
 
PCR/Sequenzierung 
KOD Hot Start DNA Polymerase 
 
Merck Millipore, Darmstadt, 
Deutschland 
QuantiTec Reverse 
Transkriptase 
Qiagen Reverse Transkription der 
RNA in cDNA 
Tabelle 4. Enzyme 
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3.2.3. Nukleinsäuren und Nukleotide 
Bezeichnung Sequenz Lieferant Verwendung 
 
100 bp DNA-Leiter 
 
nicht vorhanden Invitrogen, 
Karlsruhe, 
Deutschland 
Gel-Elektrophorese 
dNTP´s 
 
nicht vorhanden Applied Biosystems PCR 
Primer RL-F2  5´ACCTGATGTTATCCCTTGCAC 3´ Eurofins, München, 
Deutschland 
 
Konventionelle 
RLEP PCR 
Primer RL-R2  5´ CGCTAGAAGGTTGCCGTATG 
3´ 
Eurofins 
Primer RLEP-F, nach 
Truman et al. (114)  
5´GCAGTA TCGTGTTAGTGAA 3´ TibMolBiol, Berlin, 
Deutschland 
RLEP qPCR 
Primer RLEP-R, nach 
Truman et al. (114) 
5´ GCTAGAAG GTTGCCGTATG 3´ TibMolBiol  
 
Sonde RLEP-P, nach 
Truman et al. (114)   
5´ 6FAM-CGCCGACGG 
CCGGATCAT CGA-BBQ 3´ 
TibMolBiol 
Primer TTC-A, nach 
Banerjee et al. (110)  
5´ GGACCTAAA CCATCCCGTTT 3 Eurofins 
Konventionelle TTC 
PCR Primer TTC-B, nach 
Banerjee et al. (110)   
5´ CTACAGGGG GCACTTAGCTC 
3´ 
Eurofins 
Primer TTC-F  5´GACTTAGACGACATCGGCGAG 
3´ 
TibMolBiol 
TTC qPCR 
Primer TTC-R  5´CTACAGGGGGCACTTAGCTC 3´ TibMolBiol 
Sonde TTC-P long  6FAM-
CCgACgggAATAAgTTTAgCATTgA
A—BBQ. 
TibMolBiol 
Primer 16S clonF  5´GGCTCAGGACGAACGCTG 3´ GenExpress, Berlin, 
Deutschland 
 
Konventionelle 16S 
rRNA PCR Primer 16S clonR2 5´GTCAATCCGAGAAAACCCAGA
C 3´ 
GenExpress 
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Primer ML 16SrRNA 
TaqF, nach Martinez 
et al. (62)  
5´GCA TGT CTT GTG GTG GAA 
AGC 3´ 
TibMolBiol 
 
16S rRNA RT- qPCR 
Primer ML 16SrRNA 
TaqR, nach Martinez 
et al. (62)   
5´CAC CCC ACC AAC AAG CTG 
AT 3´ 
TibMolBiol 
Sonde ML 16STP2, 
nach Martinez et al. 
(62)   
5´6FAM-CCA TCC TGC ACC GCA 
AAA A–BBQ 3´ 
TibMolBiol 
Primer GAPDH fwd, 
nach Janssen et al. 
(163)  
5’ GAAGGTGAAGGTCGGAGTC 3’ TibMolBiol 
GAPDH mRNA (RT) 
qPCR 
Primer GAPDH rev, 
nach Janssen et al. 
(163)   
5’ GAAGATGGTGATGGGATTTC 
3’ 
TibMolBiol 
Sonde GAPDH TM, 
nach Janssen et al. 
(163)   
5’ FAM-
CAAGCTTCCCGTTCTCAGCCT-
BBQ 3’ 
TibMolBiol 
Plasmid Standard RLEP  siehe Anhang (Abbildung 10. 
Sequenz RLEP Gen Standard) 
GenExpress 
 
RLEP/TTC qPCR 
16S rRNA RT-qPCR 
Plasmid Standard TTC  siehe Anhang (Abbildung 11. 
Sequenz TTC Gen Standard) 
GenExpress 
Plasmid Standard 16S 
rRNA  
siehe Anhang (Abbildung 12. 
Sequenz 16S rRNA Gen 
Standard) 
GenExpress 
TaqMan exogenous 
internal positive 
control (IPC) 
nicht verfügbar Applied Biosystems 
Tabelle 5. Nukleinsäuren und Nukleotide 
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3.2.4. Geräte 
Bezeichnung 
 
Hersteller Modell/Seriennummer 
Arbeitsbank ClanLaf, steril Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland 
VRF 1206 
Drucker Canon, Krefeld, Deutschland LBP-800 
Kühlschrank Liebherr, Biberach, 
Deutschland 
KT 1414; Model 760024 
Kühlschrank Bosch, Stuttgart, Deutschland KS 155 TA 1F 
Kühlschrank Siemens, München, 
Deutschland 
KG KT RR 16A 
Mikrowelle Privileg, Stuttgart, Deutschland 8017 E 
Eisflockenbereiter Scotsman, Mailand, Italien AF 80 AS, DD6798 
Tiefkühlschrank AEG, Nürnberg, Deutschland KS155TA 
Tiefkühlschrank Liebherr GP 1456 Mod. 461494 
Tiefkühlschrank Liebherr GSS 3666;  
Thermocycler CFX99 BioRad  
Ultraviolett Transilluminator UniEquip, Planegg, Deutschland UT 1150207 
Vortex Reamix, Sondheim, 
Deutschland 
Assistent Reamix 2789 
Vortex neoLab, Heidelberg, 
Deutschland 
Vortex Genie, K-550-GE 
Netzteil (Gelkammer) BioRad Power Pack 300 
Tabelle 6. Geräte 
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3.2.5. Materialien zur standardisierten Probenentnahme 
Bezeichnung Hersteller/Lieferant Verwendung 
 
Händedesinfektionsmittel Bode Chemie, Hamburg, 
Deutschland 
Untersuchung, Arbeitshygiene 
Einmalhandschuhe Paul Hartmann, Heidenheim, 
Deutschland 
Untersuchung, 
Probenabnahme 
Mybudget Abstrichtupfer Bio-Budget, Krefeld, 
Deutschland 
Nasenabstrich 
Etiketten selbstklebend Herma, Filderstadt-Bonlanden, 
Deutschland 
Kennzeichnung der 
Transportgefäße für 
Probenmaterial 
Druckverschlussbeutel Rajapack, Ettlingen, Deutschland Probentransport 
Zell-Lysepuffer (CLS)  Qiagen 
 
 
 
Transportmedium für 
Probenmaterial 
 
Polymyxin B, Amphotericin B, 
Nalidixinsäure, Trimethoprim, 
Azlocillin (PANTA) 
Transportmedium 
BD, Heidelberg, Deutschland 
Ribonukleinsäure later 
 (RNAlater) 
Qiagen 
Gewebe-Lysepuffer (TLS) Bio-Budget 
Mikroschraubröhrchen 2,0 ml Kisker Biotech 
Tabelle 7. Materialien zur standardisierten Probenabnahme 
 
3.2.6. Chemikalien 
 
Bezeichnung Lieferant Verwendung 
 
2-Propanol (Isopropanol) AppliChem 
 
DNA/RNA Extraktion 
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AW1 buffer3 Qiagen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DNA/RNA Extraktion 
AW2 buffer3 Qiagen 
 
Beta-(2)-Mercaptoethanol, 
 
AppliChem 
Binding buffer (TBS) 2 
 
Bio-Budget 
DNA Hydration solution (DNA 
Hyd.)1 
 
Qiagen 
EB buffer3 
 
Qiagen 
Ethanol 70% AppliChem 
Ethanol 96% AppliChem 
Elution buffer2 Bio-Budget 
Tissue lysis buffer (TLS) 2 Bio-Budget 
Protein Precipitation Solution 
(PPS) 1 
Qiagen 
RLT Plus buffer3 Qiagen 
RPE buffer3 Qiagen 
RW1 buffer3 Qiagen 
Washing buffer 1 (HS) 2 
 
Bio-Budget 
Washing buffer 2 (MS) 2 Bio-Budget 
Agarose Gen-Technologie-
Qualität (GTQ) 
Carl Roth 
PCR Blue Juice 10 x Invitrogen 
Entmineralisiertes Wasser 
 
Anlage im Haus 
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Gel Red Nucleic Acid Stain 
 
Biotium, Hayward, USA 
TaqMan Universal PCR Master 
Mix 
Applied Biosystems 
Tris-Acetat-EDTA (TAE) buffer 
light 
Carl Roth 
Diethylpyrocarbonate (DEPC) 
Wasser 
Carl Roth PCR und DNA/RNA 
Extraktion 
BBL MGIT PANTA BD, Heidelberg, Deutschland 
Herstellung PANTA 
Transportmedium 
Dubos Broth Base BD 
Dubos Medium Albumin BD 
Glycerol (1,2,3-Propantriol) 
99.5% 
Roth 
Hypochlorid (NaOCl x H2O)  Nalgene, Roskilde, Dänemark Flächenreinigung 
Tabelle 8. Chemikalien 
1 Im DNA Extraktions Kit ´Gentra Puregene´ (Qiagen) für CLS enthalten 
2 Im DNA Extraktions Kit ´My Budget DNA extraction kit mini´ (Bio-Budget) für TLS enthalten 
3 Im ´AllPrep DNA/RNA Micro Kit´(Qiagen) enthalten für Proben in RNAlater und PANTA 
 
3.2.7. Diagnostisches Probenmaterial 
 
Die Etablierung der konventionellen RLEP, TTC und 16S rRNA PCRs erfolgte anhand von 
togoischen M. leprae Patientenproben, welche bereits in der Abteilung für Infektions- und 
Tropenmedizin (AITM) des Klinikums der Ludwig-Maximilians-Universität zu München 
vorrätig waren. Im Einverständnis mit dem „Programme National de Lutte contre l'Ulcère de 
Buruli, la Lèpre et le Pian“(PNLUB-LP), Ministère de la Santé“ in Togo und nach Einwilligung 
der Patienten waren diese Proben von der DAHW Togo an die AITM zur Qualitätskontrolle der 
klinischen Diagnose mittels PCR geschickt worden.  
Insgesamt wurden 6 DNA Extrakte aus Nasenabstrichen von 2 klinisch diagnostizierten MB 
Patienten aus Togo verwendet (Tabelle 9. Zur Etablierung verwendete Patientenproben im 
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Transportpuffer CLS) zur Entwicklung konventioneller PCRs und der Generierung von M. 
leprae Sequenzdaten aus Togo. Auf Grundlage dessen, wurden qPCR Primer und Sonden für 
die bestätigten Gensequenzen designed. Ob die entwickelten qPCRs auch zum Nachweis von 
M. leprae aus Togo geeignet sind und den gestellten technischen Anforderungen entsprechen, 
wurde zunächst im Rahmen der technischen Validierung getestet. Hierzu erfolgte die 
Bestimmung der Sensitivität, Spezifität und der Intra-/Interassay Variabilität sowie der 
Effizienz (siehe 3.1.). Anschließend wurden die Nachweisverfahren klinisch, anhand von 
Nasenabstrichen von Lepra-Patienten, validiert. Zur Durchführung der Validierung anhand 
klinischer Proben wurden die unter 3.3.7.4. aufgeführten Proben verwendet.  
Die zur Spezifitätsprüfung verwendeten DNA Extrakte (fakultativ) humanpathogener bzw. 
ubiquitärer Mykobakterienspezies und Hautkeime wurden von dem nationalen 
Referenzzentrum für Mykobakterien (Borstel; NRZ) und vom Max von Pettenkofer-Institut 
(MVP) der Ludwig-Maximilians-Universität, München zur Verfügung gestellt (Tabelle 10. Zur 
Spezifitätsprüfung verwendete Bakterienspezies und deren Herkunft). 
 
 
Tabelle 9. Zur Etablierung verwendete Patientenproben im Transportpuffer CLS  
 
 
 
 
 
MB Lepra-Patient Patientenprobe Probenart Entnahmestelle Ursprungsland 
 
 
 
TL.001 
TL.001.SN.1L 
 
Nasenabstrich Cavum nasi 
links 
Togo 
TL.001.SN.2L Nasenabstrich Cavum nasi 
links 
Togo 
TL.001.SN.3R Nasenabstrich Cavum nasi 
rechts 
Togo 
TL.001.SN.4R Nasenabstrich Cavum nasi 
rechts 
Togo 
 
TL.002 
TL.002.SN.1L Nasenabstrich Cavum nasi 
links 
Togo 
TL.002.SN.2L Nasenabstrich Cavum nasi 
links 
Togo 
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3.2.8. Computerprogramme 
Bezeichnung Hersteller/Lieferant Verwendung 
 
DNAsis max 3.0 MiraiBio Group, South San 
Francisco, USA 
DNA/RNA Sequenzanalyse 
Excel Microsoft, Redmond, USA Statistische Auswertung 
Stata  College Station, Texas, USA 
GenBank (pubmed)  NCBI, Bethesda, USA  
In silico Spezifitätstestung Primer Basic Local Alignment 
Search Tool (BLASTn) 
NCBI 
Prism 7 Graphpad Software, La Jolla, 
USA 
Statistische Auswertung 
Tabelle 11. Computerprogramme 
Bakterienspezies 
(durch DNA Sequenzierung bestätigt) 
Herkunft Material 
Escherichia coli MVP  Humanisolat 
Streptococcus pyogenes MVP Humanisolat 
Propionibacterium acnes MVP Humanisolat 
Staphylococcus aureus MVP Humanisolat 
Stapylococcus. epidermidis MVP Humanisolat 
M. gordonae  NRZ  Humanisolat 
M. avium  NRZ Humanisolat 
M. abscessus NRZ Humanisolat 
M. kansasii  NRZ Humanisolat 
M. xenopi  NRZ Humanisolat 
M. fortuitum  NRZ Humanisolat 
M. intracellulare  NRZ Humanisolat 
M. marinum  NRZ Humanisolat 
M. malmoense  NRZ Humanisolat 
M. africanum NRZ Humanisolat 
M. bovis  NRZ Rindisolat 
M. microti NRZ Mausisolat 
M. tuberculosis  NRZ Humanisolat 
Tabelle 10. Zur Spezifitätsprüfung verwendete Bakterienspezies und deren Herkunft. MVP = Max 
von Pettenkofer-Institut, Ludwig-Maximilians-Universität, München; NRZ = Nationales 
Referenzzentrum für Mykobakterien, Borstel 
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3.3 Methoden 
3.3.1 Ablauf  
Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Etablierung konventioneller PCRs (RLEP PCR, TTC 
PCR und 16S rRNA PCR), einer kombinierten RLEP/TTC qPCR, des RNA basierten 
Viabilitätsnachweises (16S rRNA RT-qPCR) sowie die technische Validierung dieser Tests in der 
AITM von mir ausgeführt. 
 
Zur Vorbereitung zweier Aufenthalte in Togo, zur Etablierung der Patientenrekrutierung, 
Probenentnahme und weiterer Probenverarbeitung im Oktober 2012 und März 2013 wurden 
von mir die Anleitungen (engl.: „standard operating procedure“, SOP) zur standardisierten 
Probenentnahme, Datenerfassung, Probentransport, DNA und kombinierter DNA/RNA 
Extraktion erstellt.  
Während zweier Auslandaufenthalte konnte ich mich aktiv an folgenden Aufgaben beteiligen: 
 
1. Schulungen für medizinisches Personal zur standardisierten Vorgehensweise von 
Probenentnahme, Probentransport und Dokumentation.  
2. Schulung des Laborpersonals am INH zur Vorbereitung der DNA Proben und der 
kombinierten DNA/RNA Extraktion.  
3. Patientenrekrutierung und Erfassung anamnestischer und epidemiologischer Daten 
mittels studienspezifischer Formulare.  
4. Durchführung der kombinierten DNA/RNA Extraktion am INH.  
 
Die anschließende Validierung der Tests anhand klinischer Proben wurde von mir in der AITM 
durchgeführt.  
 
3.3.2. Vorarbeiten  
Die PCR ist ein Verfahren zur spezifischen Amplifikation von DNA Sequenzen aus heterogenen 
Nukleinsäuregemischen. Durch diese Methode können geringste DNA Mengen eindeutig 
nachgewiesen werden. (163) (164) In dieser Arbeit wurde die konventionelle RLEP, TTC und 
16S rRNA PCR zur Sequenzierung der togoischen M. leprae Proben verwendet, um die unter 
3.3.2.1. und 3.3.2.2. beschriebenen Zielsequenzen zu prüfen und auf Grundlage der 
generierten Sequenzen eine qPCR zu entwickeln.  
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3.3.2.1. Zielsequenzen für kombinierte RLEP/TTC qPCR  
 
Als potentielle Zielregionen für diese qPCR wurden die repetitiven RLEP (545 bp) und TTC 
(variierend zwischen 213 bp und 249 bp) Sequenzen ausgewählt, welche beide in nicht 
kodierenden Abschnitten des M. leprae Genoms liegen. 
 
 
RLEP 
In der Genbank des „National Center for Biotechnology Information“ (GenBank [pubmed, 
NCBI]) waren die vier folgenden RLEP Sequenzen hinterlegt: RLEP 1, RLEP 2, RLEP 3 und RLEP 
4 (GenBank Zugangsnummer: FM211192.1, X17151.1, X17153.1 and X17152.1). Diese 
Sequenzen wurden mittels DNAsis max 3.0 (MiraBio Group, San Francisco, USA) verglichen 
und es zeigte sich, dass die RLEP 1 Sequenz eine nur geringe Konkordanz mit den übrigen 
Nukleotidsequenzen besitzt. RLEP 2, RLEP 3 und RLEP 4 weisen in einem 123 Basenpaar langen 
Abschnitt, eine zu 100% konkordante Nukleotidsequenz auf mit folgender Zielsequenz für 
eine DNA Amplifikation: 
5´CGGCGGCTTGTTGACCGGCCCTCAGCCAGCAAGCAGGCATGCCGCCGGGTGCAGCAGTATCGTGT
TAGTGAACAGTGCATCGATGATCCGGCCGTCGGCGGCACATACGGCAACCTTCTAGCG 3´ 
 
Mittels des „Primer Basic Local Alignment Search Tool“ (BLASTn; GenBank, NCBI) Programms 
wurde nachgewiesen, dass diese Sequenz zu 100% mit dem M. leprae Stamm BR 4923 
(GenBank Zugangsnummer: FM211192.1) übereinstimmt.  
 
 
TTC 
Für die repetitiven TTC Abschnitte sind fünf verschiedene TTC Sequenzen in der Genbank des 
NCBI vorhanden: TTC 25, TTC 27, TTC 28, TTC 32 und TTC 37 (GenBank Zugangsnummern: 
AF274490.1, AF274491.1, AF274492.1, AF274493.1, AF274494.1). Eine Analyse mittels DNAsis 
max 3.0 zeigte, dass sich diese Sequenzen nur in der Anzahl der Wiederholungen des TTC 
Tripletts unterscheiden (Tabelle 12. Anzahl der TTC Wiederholungen der in der NCBI Genbank 
vorhandenen M. leprae Sequenzen):  
5´GGACCTAAACCATCCCGTTTTGGGCTCATACGACGTATCCGTTGGGTTCGATCGAATCGACTTAGA
CGACATCGGCGAGTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC
T TCTTCTTCTT CTTCTTCTTC TTCTTCTTCT TCTTCTTCTTCTTCTTCTTC AATGCTAAAC TTATTCCCGT 
CGGCGTGCTA TATTATAGGG AGCTAAGTGCCCCCTGTAG 3´ 
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TTC Sequenz Anzahl der Wiederholung des TTC 
Tripletts 
Mycobacterium leprae isolate 25 microsatellite 
MLTTC sequence 
25 
Mycobacterium leprae isolate 27 microsatellite 
MLTTC sequence 
27 
Mycobacterium leprae isolate 28 microsatellite 
MLTTC sequence 
28 
Mycobacterium leprae isolate 32 microsatellite 
MLTTC sequence 
32 
Mycobacterium leprae isolate 37 microsatellite 
MLTTC sequence 
37 
Tabelle 12. Anzahl der TTC Wiederholungen der in der NCBI GenBank vorhandenen M. leprae 
Sequenzen 
 
3.3.2.2. Zielsequenzen für RNA basierten Viabilitätsnachweis 
 
Als Zielsequenzen für einen RNA basierten Viabilitätsnachweis wurden in Studien bereits die 
Sequenzen der 16S rRNA und sodA mRNA verwendet (siehe 1.6.), wobei die 16S rRNA qPCR 
mit einer höheren Sensitivität deutlich überlegen war. Daher wurde für den Viabilitätsassay 
im Rahmen dieser Arbeit die kodierende 16S rRNA Sequenz (463 bp) als lepraspezifisches 
Element mit einer Halbwertszeit von wenigen Stunden ausgewählt. (62) (127)  
Diese RNA Sequenz ist pro M. leprae Genom einmal vorhanden und zwei Nukleotidsequenzen 
sind in der NCBI Genbank aufgelistet: ML0626 (GenBank Zugangsnummer: NC_002677.1) und 
MLBr_00626 (GenBank Zugangsnummer: NC_011896.1), welche bei der Sequenzanalyse 
mittels DNAsis max 3.0 zu 100% identische Nukleotidsequenzen aufwiesen: 
5´GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAAAGGTCTCTAAAAA
ATCTTTTTTAGAGATACTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAATCTGCCCTGCACTTCA
GGGATAAGCTTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACTTCAAGGCGCATGTCTTGTGGTGGAA
AGCTTTTTGCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAAG
GCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGTACGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGT
GGGGGATGACGGCTTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCTGGGTTTTCTCGGATT
GAC 3´ 
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3.3.2.3. Primer-Design für konventionelle PCRs 
 
RLEP 
Für die unter 3.3.2.1. genannte konkordante Zielregion der RLEP Sequenz wurden Primer mit 
Hilfe der Programme DNAsis max 3.0 und BLASTn designed. Diese Primer schlossen auch den 
von Truman et al. mittels RLEP qPCR amplifizierten Bereich mit ein. (114) Durch eine BLASTn 
Analyse wurde außerdem die simultane Amplifikation von menschlichen Genen bzw. 
Genabschnitten und potentiellen Kontaminanten ausgeschlossen.  
Durch die RLEP PCR wird eine 167 Basenpaare umfassende Nukleotidsequenz des unter 
3.3.2.1. beschriebenen, nicht kodierenden RLEP Abschnittes amplifiziert (Tabelle 13. RLEP 
Primer mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und entsprechender Amplikon 
Länge).  
 
 
Tabelle 13. RLEP Primer mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und 
entsprechender Amplikon Länge.  
 
 
TTC 
Zur Durchführung der konventionellen TTC PCR wurden die von Banerjee et al. 
veröffentlichten Primer, zur Amplifikation der unter 3.3.2.1. angegebenen Sequenz, 
verwendet. (110) Durch die TTC PCR wurde ein 173 Basenpaare umfassender Abschnitt der 
unter 3.3.2.1. beschriebenen repetitiven TTC Sequenz nachgewiesen (Tabelle 14. TTC Primer 
mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und entsprechender Amplikon Länge).  
 
 
Primer  Sequenz (5´-3´) Nukleotidposition Amplikon Länge 
TTC-A GGACCTAAACCATCCCGTTT 2785453-2785472 
173 bp 
TTC-B CTACAGGGGGCACTTAGCTC 2785299- 2785318 
Tabelle 14. TTC Primer mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und 
entsprechender Amplikon Länge 
Primer  Sequenz (5´-3´) Nukleotidposition Amplikon Länge 
RL-F2 ACCTGATGTTATCCCTTGCAC 39741- 39761  
167 bp RL-R2 CGCTAGAAGGTTGCCGTATG 39908- 39889 
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16S rRNA 
Unter Verwendung der Programme DNAsis max 3.0 und Primer BLASTn wurden Primer für die 
unter 3.3.2.2. genannte 16S rRNA Sequenz designed, welche auch die von Martinez et al. 
durch qPCR amplifizierte Sequenz einschließen. (62) Eine Amplifikation menschlicher DNA und 
potentiell kontaminierender Bakterien wurde in silico durch eine BLASTn Analyse 
ausgeschlossen. Die konventionelle 16S rRNA PCR wies die im kodierenden Abschnitt des M. 
leprae Genoms befindlichen 462 Basenpaare umfassende unter 3.3.2.2. beschriebene 16S 
rRNA Nukleotidsequenz nach, die in klinischen Proben 100% spezifisch für M. leprae ist 
(Tabelle 15. 16S Primer mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und 
entsprechender Amplikon Länge).  
 
Tabelle 15. 16S Primer mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und 
entsprechender Amplikon Länge 
 
3.3.2.4. qPCR Primer- und Sonden-Design  
 
RLEP 
Für die RLEP qPCR wurden die von Truman et al. veröffentlichten Primer und Sonde 
verwendet. (114) Die RLEP Primer und Hybridisierungssonde wiesen einen 69 Basenpaare 
umfassenden Abschnitt nach, der auch die unter 3.3.3.1. amplifizierte Nukleotidsequenz 
beinhaltet (Tabelle 16. RLEP Primer und Hybridisierungssonde mit zugehöriger 
Nukleotidposition und entsprechender Amplikon Länge).  
 
Primer/Sonde  Sequenz (5´-3´) Nukleotid Position Amplikon 
Länge 
RLEP-F GCAGTATCGTGTTAGTGAA 39839-39857 
69 bp RLEP-R CGCTAGAAGGTTGCCGTATG 39889-39908 
RLEP-P CGCCGACGGCCGGATCATCGA 39865-39885 
Tabelle 16. RLEP Primer und Hybridisierungssonde mit zugehöriger Nukleotidposition im M. 
leprae Genom und entsprechender Amplikon Länge. 
Primer  Sequenz (5´-3´) Nukleotidposition Amplikon 
Länge 
16S clonF GGCTCAGGACGAACGCTG 1341206- 1341223 
462 bp 
16S clonR2 GTCAATCCGAGAAAACCCAGAC 1341647- 1341668 
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TTC 
Mittels DNAsis max 3.0 wurden Primer und eine Hybridisierungssonde für die TTC qPCR 
designed. Die TTC qPCR amplifizierte einen 115 Basenpaar langen DNA Abschnitt, welcher 
ebenfalls die unter 3.3.3.2. mittels konventioneller TTC PCR amplifizierte Nukleotidsequenz 
umfasste (Tabelle 17. TTC Primer und Hybridisierungssonde mit zugehöriger 
Nukleotidposition im M. leprae Genom und entsprechender Amplikon Länge).  
 
 
Primer/Sonde Sequenz (5´-3´) Nukleotid Position Amplikon 
Länge 
TTC-F GACTTAGACGACATCGGCGAG 2785394-2785414   
115 bp 
 
TTC-R CTACAGGGGGCACTTAGCTC 2785299-2785318  
TTC-P long CCGACGGGAATAAGTTTAGCATCGAA 2785335-2785360 
Tabelle 17. TTC Primer und Hybridisierungssonde mit zugehöriger Nukleotidposition im M. 
leprae Genom und entsprechender Amplikon Länge. 
 
 
16S rRNA 
Für die 16S rRNA qPCR wurden von Martinez et al. publizierte Primer verwendet. (62) Zu der 
veröffentlichten Sonde lagen keine Informationen bezüglich des Fluoreszenzfarbstoffes und 
Löschfarbstoffes (engl.: „quencher“) vor. Außerdem wurde die nur 14 bp umfassende Sonde 
aus thermodynamischen Gründen modifiziert:  
Veröffentlichte Sequenz der Sonde ML16S rRNATaq-Probe: 5´ CAT CCT GCA CCG CA 3´; 
modifizierte Sonde ML 16STP2: 5´6FAM-CCA TCC TGC ACC GCA AAA A–BBQ 3´ 
(6FAM = 6-Carboxy-Fluorescein, Reporterfarbstoff; BBQ = BlackBerry® Quencher, 
Löschfarbstoff). 
 
Die 16S rRNA RT-qPCR amplifiziert einen 70 Basenpaare umfassenden RNA Abschnitt des M. 
leprae Genoms. Da RNA nur eine Halbwertszeit von wenigen Stunden aufweist, dient dieser 
Assay somit dem Nachweis viabler M. leprae Bakterien (Tabelle 18. 16S Primer und 
Hybridisierungssonde mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und 
entsprechender Amplikon Länge). 
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Primer/Sonde Sequenz (5´-3´) Nukleotid Position Amplikon 
Länge 
ML 16SrRNA TaqF GCATGTCTTGTGGTGGAAAGC 1341385-1341405 
70 bp ML 16SrRNA TaqR CACCCCACCAACAAGCTGAT 1341436-1341455 
ML 16STP2 CCATCCTGCACCGCAAAA A 1341406-1341424 
Tabelle 18. 16S Primer und Hybridisierungssonde mit zugehöriger Nukleotidposition im M. 
leprae Genom und entsprechender Amplikon Länge. 
 
3.3.3. Entwicklung und Etablierung der konventionellen PCRs 
3.3.3.1. Konventionelle RLEP PCR 
 
Die DNA Extraktion aus dem Transportmedium CLS erfolgte wie unter 3.3.7.7. beschrieben 
anhand eines modifizierten Protokolls aus dem „Gentra Puregene Handbuch (Qiagen)“ 
(Tabelle 33. Anleitung zur DNA Extraktion aus Transportpuffer CLS). 
 
Das Reaktionsendvolumen der RLEP PCR setzte sich wie folgt zusammen: 10,3 µl H2O, 1 µl 
Primer RL-F2 (0,5 µM), 1 ml Primer RL-F2 (0,5 µM), 2 µl PCR Puffer (100 mM Tris-HCL, 500 mM 
KCL, pH 8,3), 2 µl MgCl (2,5 mM), 1,6 µl Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP, 0,8 mM), 0,1 µl 
Ampli Taq-Gold DNA Polymerase (0,025 U/µl) und jeweils 2 µl der extrahierten DNA der unter 
3.2.7. beschriebenen Patientenproben. 
 
Durchgeführte RLEP Amplifikation: Im Thermocycler folgten auf eine initiale Denaturierung (5 
Minuten bei 95°C) 40 Zyklen Denaturierung (15 Sekunden bei 95°C), Primeranlagerung (20 
Sekunden bei 55,5°C) und Extension (15 Sekunden bei 72°C). Abschließend wurde nach einer 
terminalen Extensionsphase (5 Minuten bei 72°C) eine Endtemperatur von 8°C bis zur 
weiteren Verarbeitung erreicht.  
 
 
3.3.3.2. Konventionelle TTC PCR 
 
Zur DNA Extraktion wurde ein modifiziertes Protokoll aus dem „Gentra Puregene Handbuch 
(Qiagen)“, wie unter 3.3.7.7. beschrieben, verwendet (Tabelle 33. Anleitung zur DNA 
Extraktion aus Transportpuffer CLS). 
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Das Reaktionsendvolumen der TTC PCR bestand aus folgenden Reagenzien: 10,3 µl H2O, 1µl 
Primer TTC-A (0,5 µM), 1 ml Primer TTC-B (0,5 µM), 2 µl PCR Puffer (100 mM Tris-HCL, 500 
mM KCL, pH 8,3), 2 µl MgCl (2,5 mM), 1,6 µl Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP) (0,8 mM) 0,1 
µl Ampli Taq-Gold DNA Polymerase (0,025 U/µl) und jeweils 2 µl der extrahierten DNA der 
unter 3.2.7. beschriebenen Patientenproben. 
 
Durchgeführtes TTC Amplifikationsprotokoll: Folgend auf eine initiale Denaturierung (5 
Minuten bei 95°C) wurden 40 Zyklen Denaturierung (15 Sekunden bei 95°C), 
Primeranlagerung (20 Sekunden bei 54°C) und Extension (20 Sekunden bei 72°C) 
durchgeführt. Nach einer terminalen Extensionsphase (5 Minuten bei 72°C) endete die 
Reaktion bei einer Endtemperatur von 8°C bis zur weiteren Verarbeitung.  
 
 
3.3.3.3. Konventionelle 16S rRNA PCR 
 
Zur Extraktion wurde ein modifiziertes Protokoll aus dem „Gentra Puregene Handbuch 
(Qiagen)“, wie unter 3.3.7.7. beschrieben, verwendet (Tabelle 33. Anleitung zur DNA 
Extraktion aus Transportpuffer CLS). 
 
Zusammensetzung des Reaktionsendvolumens der 16S rRNA PCR: 11,20 µl H2O, 1 µl Primer 
16S clonF (0,5 µM), 1 ml Primer 16S clonR2 (0,5 µM), 2 µl PCR Puffer (100 mM Tris-HCL, 500 
mM KCL, pH 8,3), 1,2 µl MgCl (1,5 mM), 2 µl Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP) (0,8 mM) 0,4 
µl KOD Hot Start Polymerase (0,02 U/µl) und jeweils 2 µl der extrahierten DNA der unter 3.2.7. 
beschriebenen Patientenproben. Das durchgeführte 16S rRNA (DNA) Amplifikationsprotokoll: 
Einer initialen Denaturierung (5 Minuten bei 95°C), schlossen sich 40 Zyklen Denaturierung 
(20 Sekunden bei 95°C), Primeranlagerung (10 Sekunden bei 59°C) und Extensionsphase (12 
Sekunden bei 70°C) an. Abschließend wurde nach einer terminalen Extensionsphase (5 
Minuten bei 72°C) eine Endtemperatur von 8°C bis zur weiteren Verarbeitung erreicht.  
 
 
3.3.4. Ergebnisbeurteilung mittels Agarose-Gelelektrophorese 
Die angefärbten DNA Amplifikate wurden gemeinsam mit einem DNA Gelladepuffer (Blue 
Juice) auf ein 0,5%iges Agarose-Gel (0,01% Nukleinsäure-interkalierender 
Fluoreszenzfarbstoff [GelRed] und TAE light mit reduziertem Ethylendiamintetraessigsäure-
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[EDTA] Gehalt) aufgetragen, um eine direkte DNA Sequenzierung zu ermöglichen. Ein 100 
Basenpaare DNA-Längenstandard (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) wurde zur 
Bestimmung der Amplifikatlänge mitgeführt.  
Die Amplifikate wurden im elektrischen Feld in der Gelelektrophoresekammer aufgetrennt, 
die abgetrennte Bande unter UV-Licht sichtbar gemacht und aus dem Agarose-Gel 
ausgeschnitten. Nach Zentrifugation der ausgeschnittenen Banden in Ultrafree DA Säulen 
(Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland) und DNA Isolierung nach Herstellerangaben (165) erfolgte 
die direkte DNA Sequenzierung mittels „Cycle Sequencing“, einer Modifizierung der 
klassischen Sequenziermethode nach Sanger durch den Analytik Dienstleister Eurofins. Als 
Primer dienten jeweils die Vorwärts-Primer RL-F2, TTC- A bzw. 16S clonF, mit in den Tabellen 
13., 14. und 15. angegebenen Sequenzen. 
 
3.3.5. Weiterentwicklung zur (Reverse-Transkriptase) quantitativen Real-Time PCR (qPCR) 
Die qPCR ermöglicht, zusätzlich zur spezifischen Amplifikation einer DNA Sequenz, die 
Quantifizierung der eingesetzten DNA Menge durch Echtzeit Fluoreszenz-Messungen nach 
jedem PCR Zyklus. Umgesetzt wird dies durch den Einsatz spezifischer Hybridisierungssonden, 
welche an einem von den Primern eingerahmten Nukleotidabschnitt inserieren. 
 
Bei einer kombinierten qPCR werden zwei verschiedene Nukleotidsequenzen innerhalb eines 
qPCR Durchlaufes amplifiziert. Die Primerpaare und Sonde befinden sich hierbei in zwei 
unterschiedlichen Reaktionsansätzen, für welche identische Amplifikationsprotokolle 
verwendet werden.  
 
 
3.3.5.1. Kombinierte RLEP/TTC qPCR 
 
Das RLEP-Reaktionsvolumen setzte sich wie folgt zusammen: 8,6µl Diethylpyrocarbonate 
(DEPC) Wasser, 1 µl Primer RLEP-F (0,5 µM), 1 µl Primer RLEP-R (0,5 µM), 1 µl 
Hybridierungssonde RLEP-P (0,2 µM), 4 µl qPCR Mix Plus (0,025 U/µl), 2 µl Exo IPC (interne 
Positivkontrolle) Mix, 0,4 µl Exo IPC DNA und jeweils 2 µl der extrahierten DNA.  
Für die interne Positivkontrolle wurde im Reaktionsvolumen ein kommerzieller Exo IPC Mix 
(Applied Biosystems, Frankfurt, Deutschland) mit Primern und Sonde für eine entsprechende 
Kontrollsequenz „Exo IPC DNA“ mitgeführt. Bei negativem PCR Ergebnis konnten so, bei 
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gleichzeitiger Positivität der internen Positivkontrolle, falsch negative Ergebnisse durch eine 
Inhibition ausgeschlossen werden.  
 
Zusammensetzung des TTC-Reaktionsvolumens: 8,6 µl DEPC Wasser, 1 µl Primer TTC-F (0,5 
µM), 1 µl Primer TTC-R (0,5 µM), 1 µl Hybridisierungssonde TTC-P long (0,2 µM), 4 µl qPCR Mix 
Plus (0,025 U/µl), 2 µl Exo IPC Mix, 0,4 µl Exo IPC DNA und jeweils 2 µl der extrahierten DNA.  
Durchgeführtes Amplifikationsprotokoll der kombinierten qPCR: Initiale 15-minütige 
Denaturierung bei 95°C. Anschließende 40 Zyklen Denaturierung (5 Sekunden bei 95°C) und 
Anlagerung der Primer (60 Sekunden bei 60°C). Nach jedem Zyklus erfolgte die Fluoreszenz-
Messung.  
 
 
3.3.5.2. RNA basierter Viabilitätsnachweis (16S rRNA RT-qPCR)  
 
Bei dem RNA basierten Viabilitätsnachweis dient die durch Reverse-Transkriptase 
umgeschriebene RNA in cDNA als Vorlage in der RT-qPCR.  
 
Die 16S rRNA RT-qPCR amplifiziert einen 70 Basenpaare umfassenden RNA Abschnitt des M. 
leprae Genoms. Da RNA nur eine Halbwertszeit von wenigen Stunden aufweist, dient dieser 
Assay somit dem Nachweis viabler M. leprae Bakterien (Tabelle 18. 16S Primer und 
Hybridisierungssonde mit zugehöriger Nukleotidposition im M. leprae Genom und 
entsprechender Amplikon Länge). 
 
Zusammensetzung des Reaktionsendvolumens: 8,6 µl DEPC Wasser, 1 µl Primer ML 16SrRNA 
TaqF (0,5 µM), 1 µl Primer ML 16SrRNA TaqR (0,5 µM), 1 µl Sonde ML 16STP2 (0,2 µM), 4 µl 
qPCR Mix Plus (0,025 U/µl), 2 µl Exo IPC Mix, 0,4 µl Exo IPC DNA und 2 µl der extrahierten 
DNA.  
 
Durchgeführtes Amplifikationsprotokoll: Initiale 15-minütige Denaturierung bei 95°C, daran 
anschließende 40 Zyklen Denaturierung (5 Sekunden bei 95°C) und danach folgende 
Primeranlagerung (60 Sekunden bei 60°C). Nach jedem Zyklus erfolgte die Fluoreszenz-
Messung. 
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3.3.6. Technische Validierung der qPCR 
3.3.6.1. Sensitivität 
 
3.3.6.1.1. Bestimmung der RLEP- und TTC-Kopienanzahl pro M. leprae Genom (engl.: „copy 
number variation assay“, CNV) 
 
Um die analytische Sensitivität der RLEP und TTC qPCR zum M. leprae DNA Nachweis aus 
klinischen Proben aus Togo zu bestimmen, musste zunächst die Anzahl der Kopien dieser 
repetitiven Sequenzen pro M. leprae Genom bestimmt werden.  
Hierzu ist die Kenntnis der jeweiligen Menge der Zielsequenz in einer definierten Matrize 
(engl.: „template“) als auch eines Referenzgens nötig, welches exakt einmal pro M. leprae 
Genom vorliegt. Als Referenzgen wurde das 16S rRNA-Gen ausgewählt (PubMed, NCBI). Die 
vergleichende Analyse von klinischen M. leprae DNA Extrakten mit geklonten 16S rRNA-Gen 
Standards, die in definierter Konzentration in die 16S rRNA qPCR eingesetzt wurden, erlaubte 
über die Erstellung einer Standardkurve (siehe 3.1.) die exakte Quantifizierung der M. leprae 
Genome in der eingesetzten DNA Menge.  
Geklonte RLEP, TTC und 16S rRNA Gen Standards wurden nach Kenntnis der togoischen M. 
leprae Sequenzen (siehe 3.3.2.1, 3.3.2.2. und 4.1.1.) durch die Firma Gen Express hergestellt 
(im Anhang: Abbildung 10. GenExpress Zertifikat; Abbildung 11. Sequenz RLEP Gen Standard; 
Abbildung 12. Sequenz TTC Gen Standard; Abbildung 13. Sequenz 16S rRNA Gen Standard). 
 
In einem ersten Schritt wurde zunächst die Anzahl der 16S rRNA Kopien in 2 µl DNA „template“ 
aus 5 DNA Extrakten (T.A.MB.002.NL.C, T.A.MB.002.NR.C., T.T.MB.010.NL.C, T.T.MB.011.NL.C, 
T.T.MB.017.NL.C; siehe Tabelle 37. im Anhang) aus Nasenabstrichen von MB Lepra-Patienten 
bestimmt.  
Hierzu wurden 7 unterschiedliche Verdünnungen des klonierten 16S rRNA-Gen-, TTC- und 
RLEP-Standards (10^7, 10^6, 10^5, 10^4, 10^3, 10^2 und 10^1 Kopien) der 16S rRNA qPCR, 
TTC qPCR bzw. der RLEP qPCR zugeführt. Da eine lineare, umgekehrt proportionale Beziehung 
zwischen dem Logarithmus der eingesetzten Menge und dem Ct-Wert besteht, (3) konnte bei 
bekannter „template“-Menge (klonierten Standards) eine Standardkurve konstruiert werden. 
Anhand dieser Standardkurve konnte mittels folgender Formel die Anzahl der Kopien (16S 
rRNA-Gen, TTC-repeat und RLEP-repeat) in den unbekannten Patienten-DNA Extrakten 
anhand des Ct-Wertes bestimmt werden: 
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x = (Ct − b)/m 
(x = Log der unbekannten DNA-Menge, m = Steigung der Geraden, b = y-Achsenabschnitt) 
 
So wurden in jeweils 2 µl der Gesamt-DNA Extrakte von MB Lepra-Patienten die Anzahl der 
Kopien des 16S rRNA-Gens (1 Kopie = M. leprae Genomäquivalent), des „TTC-repeats“ und 
des „RLEP-repeats“ exakt quantifiziert. 
 
Im nächsten Schritt wurde die Anzahl der TTC- bzw. RLEP-Kopien durch die Anzahl der 16S 
rRNA-Gen-Kopien (= 1 M. leprae Genomäquivalent) dividiert, um die Anzahl der TTC- bzw. 
RLEP-Wiederholungen pro M. leprae Genom zu berechnen. 
 
 
3.3.6.1.2. Bestimmung der analytischen Sensitivität der RLEP, TTC und 16S rRNA qPCRs (LOD) 
 
In dieser Arbeit wurde die analytische Sensitivität anhand der unteren Nachweisgrenze (engl.: 
„limit of detection“; LOD) bestimmt, bis zu der ein an einer spezifischen Erkrankung leidender 
Patient noch zuverlässig als solcher („richtig positiv“) diagnostiziert wird. Die Zahl des 
theoretisch kleinstmöglichen LOD beläuft sich auf 3 (c)DNA Kopien, eine Poisson´sche 
Verteilung und eine 95%ige Wahrscheinlichkeit für das Vorhandensein einer Kopie in der PCR 
vorausgesetzt.  
Hierzu wurden Verdünnungsreihen de-novo synthetisierter RLEP-, TTC- und 16S rRNA 
Plasmid-Standards verwendet und jeweils 10 Aliquots einer Verdünnungsreihe in die 
entsprechende qPCR eingesetzt.  
 
 
3.3.6.2. Spezifität 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RLEP, TTC und 16S rRNA qPCR mit folgenden (fakultativ) 
humanpathogenen bzw. ubiquitären Mykobakterienspezies und auch in der Nase 
vorkommenden Hautkeimen durchgeführt: Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, 
Propionibacterium acnes, Staphylococcus aureus, Stapylococcus epidermidis, M. gordonae, M. 
avium, M. abscessus, M. kansasii, M. xenopi, M. fortuitum, M. intracellulare, M. marinum, M. 
malmoense, M. africanum, M. bovis, M. microti und M. tuberculosis (Tabelle 10. Zur 
Spezifitätsprüfung verwendete Bakterienspezies und deren Herkunft).  
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3.3.6.3. Intraassay und Interassay Variabilität 
 
Zur Bestimmung der Intraassay Variabilität wurde jeweils dreimal die gleiche Verdünnung 
(101, 102, 103, 104, 105, 106, 107) einer Probe des RLEP, TTC und 16S rRNA Plasmid-Standards 
innerhalb eines Versuchsansatzes in die PCR eingesetzt.  
 
Zur Bestimmung der Interassay Variabilität wurde eine Probe in verschiedenen 
Versuchsansätzen untersucht. Die RLEP, TTC und 16S rRNA qPCRs wurden hierzu mit 
verschiedenen Verdünnungsreihen (101, 102, 103, 104, 105, 106, 107) der jeweiligen Plasmid- 
Standards an drei unterschiedlichen Tagen durchgeführt.  
 
 
3.3.7. Validierung anhand klinischer Proben 
3.3.7.1. Ethische Voraussetzungen 
 
Die Durchführung der Studie „Molecular Diagnosis of Leprosy“ wurde von der togoischen 
Ethikkommission „Comité de Bioéthique pour la Recherche en Santé [CBRS], Ministère de la 
Santé, Lomé“ 2012 genehmigt (Ethikvotum N°2807/2012/MS/CAB/DGS/DPLET/CBRS; im 
Anhang: Abbildung 17.,18.,19. Ethikvotum).  
Die Patienten wurden vor Einschluss in die Studie über das genaue Procedere der 
Probenentnahme und deren weitere Verwendung in der Landessprache oder durch 
Übersetzer in der jeweiligen Stammessprache aufgeklärt. Außerdem wurde von den Patienten 
oder deren gesetzlichen Vertretern eine Patienteneinverständniserklärung (engl.: „informed 
consent form“, ICF) mit Unterschrift oder bei Analphabeten per Daumenabdruck, wie von der 
Ethikkommission empfohlen, unterzeichnet (im Anhang: Abbildung 14.,15.,16. 
Patienteneinverständniserklärung). Hierdurch stimmten die Patienten der Probenentnahme, 
deren anonymisierter Datenerfassung, Datenarchivierung und weiterer labordiagnostischer 
Testung zu. 
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3.3.7.2. Patientenrekrutierung durch „active case-finding“ 
 
Im Rahmen nationaler Leprakontrollprogramme ist eine frühzeitige Diagnosestellung und 
Behandlung häufig nicht möglich, da auch bei seit Monaten oder Jahren bestehenden 
klinischen Symptomen oftmals erst spät ein Arzt konsultiert oder eine Fehldiagnose gestellt 
wird (30) (166). Daher wurde im Rahmen dieses Projektes den Empfehlungen der ILEP und 
WHO folgend eine aktive Fallfindung in Togo etabliert. (31) (36) (88) (156) 
Auf Strukturen vorausgegangener Projekte zum Buruli Ulkus (zwei von der Europäischen 
Kommission geförderte Studien im Rahmenprogramm „FP6“ und „FP7“) basierend, erfolgte 
die aktive Rekrutierung der Patienten im Rahmen des nationalen dezentralisierten 
Leprakontrollprogramms PNLUB-LP, durchgeführt durch die DAHW in Togo (DAHW-T).  
Togo ist in sechs Gesundheitsdistrikte („Lomé Commune“, „Maritime“, „Plateaux“, „Centrale“, 
„Kara“ und „Savanes“) unterteilt, welche wiederum in 40 lokale Gesundheitsbezirke aufgeteilt 
sind. Für die Identifizierung, kostenlose Behandlung und medizinische Betreuung von Lepra- 
und Tuberkulosepatienten ist in jedem dieser Bezirke mindestens ein Tuberkulose- und 
Leprakontrolleur “Contrôleurs Lèpre-TB“ (CLT) zuständig, welcher den regionalen 
Leprakontrolleuren (CLT-R) untersteht.  
Sechs ausgewählte Teams, bestehend aus einem CLT und einem CLT-R pro 
Gesundheitsdistrikt, wurden speziell für die Patientenrekrutierung und Probenentnahme von 
der DAHW-T im Rahmen dieses Projektes geschult. Durch ein spezielles Mobilfunknetzwerk 
konnten die CLT´s und CLT-Rs ohne Verzögerung die DAHW-T über das Auftreten eines neuen 
Leprafalls informieren. Nach Meldung eines neuen Lepra-Patienten erfolgte die Bestätigung 
der klinischen Diagnose, Patientenaufklärung, Probenentnahme und Behandlung durch diese 
Teams.  
 
 
3.3.7.3. Einschluss- und Ausschlusskriterien 
 
Zur Teilnahme an der Studie musste eine unterschriebene Patienteneinverständniserklärung 
vorliegen. Zudem wurden nur klinisch diagnostizierte, multibazilläre Lepra-Patienten mit 
einem Mindestalter von fünf Jahren und ohne zuvor durchgeführte antimykobakterielle 
Chemotherapie in die Studie eingeschlossen.  
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Entsprechende Ausschlusskriterien waren folgende: PB Patienten, jünger als fünf Jahre, 
antimykobakterielle Vorbehandlung oder die Ablehnung an der Studienteilnahme (Tabelle 19. 
Einschluss- und Ausschlusskriterien für die Studienteilnahme). 
 
 
 
Einschlusskriterien 
 
Ausschlusskriterien 
Alle klinisch diagnostizierten MB Lepra-
Patienten 
PB Patient 
Mindestens 5 Jahre alt Jünger als 5 Jahre 
Antimykobakteriell naiver Patient (neuer 
Fall) 
Begonnene antimykobakterielle Therapie 
Schriftliche Einwilligung zur 
Studienteilnahme 
Keine Einwilligung zur Studienteilnahme 
Tabelle 19. Ein- und Ausschlusskriterien für die Studienteilnahme 
 
 
3.3.7.4. Datenerfassung und standardisierte Probenentnahme 
 
Vor der Probenentnahme erfolgte durch die oben beschriebenen geschulten Teams eine 
ausführliche Anamnese und klinische Untersuchung des Patienten. Folgende Daten wurden 
erhoben: Alter, Geschlecht und Herkunft der Patienten, klinische Einteilung der Lepraform 
(MB, PB; wie unter 1.5. beschrieben), durchschnittliche subjektive Dauer der Erkrankung, 
wissentlicher Kontakt zu anderen Lepra-Patienten, Grad der Behinderung nach WHO 
(Abbildung 2. Einteilung des Grades der Behinderung bei Beteiligung der Augen und/oder 
Extremitäten nach WHO). Diese Daten wurden im Datenerhebungsformular “Patient data 
entry form“ (im Anhang: Abbildung 8. Datenerhebungsformular D1) dokumentiert. Die 
Probenentnahme erfolgte anhand der SOP ”Sample Collection from Leprosy Patients” SOP.1c 
(im Anhang: Abbildung 20.,21.,22.,23.,24. SOP.1c: Probenentnahme).  
Zur späteren Evaluation verschiedener Transportmedien wurden pro Patient acht 
Nasenabstriche entnommen, jeweils einer aus dem rechten und linken Nasenloch in den 
Transportmedien CLS, TLS, RNAlater und PANTA (Tabelle 20. Übersicht über die 
entnommenen Proben in vier zu evaluierenden Transportpuffern pro Lepra-Patient). Zur 
Stabilisierung von DNA und zur Lyse der Bakterienzelle wurden die Lysepuffer der Hersteller 
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Qiagen (CLS) und Bio-Budget (TLS) verwendet. Zur Stabilisierung von RNA in den 
Nasenabstrichen wurden die Transportmedien der Firmen Qiagen (RNAlater) und BD (PANTA) 
(Zusammensetzung des PANTA Mediums im Anhang: Abbildung 25.,26. [Seiten 1-3] SOP2.b: 
Weiterverarbeitung der RNA/DNA Proben) verwendet, wobei in PANTA durch Zusatz der 
Antibiotikamischung BD MGIT™ PANTA™ die bakterielle Begleitflora unterdrückt wird. 
Die Probenentnahme erfolgte durch Streichen des Abstrichtupfers mit leichtem Druck über 
der Schleimhaut besonders im Bereich des Vestibulum nasi, bei rekliniertem Kopf des 
Patienten. Danach wurde der Tupfer direkt in das Transportröhrchen gegeben. Jede Probe 
wurde mit einer Patienten-, Proben- und Labornummer versehen und zum Transport in 
Druckverschlussbeuteln verpackt.  
 
Patienten Probenart 
Anzahl der 
Proben 
Entnahmestelle Transportmedium 
20 unbe-
handelte MB 
Patienten 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi rechts TLS (400µl/Probe) 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi rechts CLS (700µl/Probe) 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi links TLS (400µl/Probe) 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi links CLS (700µl/Probe) 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi rechts RNAlater (500µl/Probe) 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi rechts PANTA (500µl/Probe) 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi links * RNAlater (500µl/Probe) 
Nasenabstrich 1 Cavum nasi links * PANTA (500µl/Probe) 
Tabelle 20. Übersicht über die entnommenen Proben in vier zu evaluierenden 
Transportpuffern pro Lepra-Patient; * Rückstell-Proben 
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3.3.7.5. Datendokumentation 
 
Die im Datenerhebungsformular (im Anhang Abbildung 8. Datenerhebungsformular D1) 
dokumentierten Patientendaten wurden in pseudonymisierter Form in studienspezifischen 
Excel Datenauswertungstabellen eingetragen, während die Originale in den medizinischen 
Akten des INH verblieben. Diese Tabelle diente dem Datenaustausch (Laborergebnisse, 
pseudonymisierte Patientendaten wie unter 3.3.7.4. beschrieben) zwischen den 
Projektpartnern DAHW-T, INH und AITM.  
 
 
3.3.7.6. Probentransport und Weiterverarbeitung am INH und der AITM 
 
Die Proben wurden in aufrechter Position mit der zugehörigen 
Patienteneinverständniserklärung und dem Datenerhebungsformular zum INH in speziell 
angefertigten Probenversandtaschen (DAHW-T) transportiert.  
Am INH wurden die Patientenproben zum DNA Nachweis im Transportmedium CLS und TLS 
bei 80°C für 20 min. hitzeinaktiviert und anschließend, bis zum Versand an die AITM, bei 2-8°C 
gelagert.  
Probenmaterial zum Nachweis von M. leprae DNA/RNA in RNAlater und PANTA wurde 
entsprechend der SOP P2.b (im Anhang: Abbildung 25.,26.,27. Weiterverarbeitung der RNA/ 
DNA Proben) im INH weiterverarbeitet und eine kombinierte DNA/RNA Extraktion 
durchgeführt. Jeweils ein Nasenabstrich in RNAlater und PANTA wurde nicht der kombinierten 
DNA/RNA Extraktion zugeführt, sondern verblieb bei -80°C als Rückstell-Probe am INH. Die 
entstandene cDNA, eine Kontrolle zum Ausschluss einer Kontamination mit genomischer DNA 
(wD-cont, wie unter 3.3.8.2. beschrieben), und DNA wurden zusammen mit den CLS und TLS 
Proben an die AITM per Luftfracht verschickt. Hier erfolgte die Weiterverarbeitung der CLS 
sowie TLS Proben und die DNA Extraktion (Abbildung 7. Weiterverarbeitung der Proben).  
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Abbildung 7. Weiterverarbeitung der Proben. DAHW–T = Deutsche Lepra- und 
Tuberkulosehilfe Togo (Patientenrekrutierung und Probenabnahme). INH = Institut National 
d´Hygiéne (Kombinierte DNA/RNA Extraktion und Aufbewahrung der Rückstell-Proben (engl.: 
back-up samples). AITM = Abteilung für Infektions- und Tropenmedizin des Klinikums der 
Universität München (DNA Extraktion und Durchführung der PCR). wD-cont = Kontrolle um 
eine Kontamination mit genomischer DNA auszuschließen (wie unter 3.3.8.2. beschrieben)
   
 
3.3.7.7. Nukleinsäurepräparation aus Patientenmaterial 
 
Zur späteren Evaluation verschiedener Extraktionsmethoden wurden jeweils zwei 
Nasenabstriche den vier verschiedenen Methoden zur Nukleinsäurepräparation zugeführt. 
Die in der AITM durchgeführte DNA Extraktion aus dem Transportmedium CLS erfolgte mittels 
eines modifizierten Protokolls aus dem „Gentra Puregene Handbuch (Qiagen)“, wobei die 
verwendeten Reagenzien CLS, PPS und DNA-Hyd. im Kit enthalten waren. Die Anleitung zur 
Nukleinsäureextraktion aus CLS befindet sich im Anhang (Tabelle 33. Anleitung zur DNA 
Extraktion aus Transportpuffer CLS). 
Aus dem Transportmedium TLS erfolgte die DNA Extraktion in der AITM entsprechend eines 
modifizierten Protokolls des „My Budget DNA Extraction Handbuchs (Bio Budget)“. Hierzu 
waren die Reagenzien TLS, TBS, „washing buffer 1 (HS)“, „washing buffer 2 (MS)“ und „elution 
buffer“ im Kit enthalten. Die Anleitung zur DNA Extraktion aus TLS befindet sich im Anhang 
(Tabelle 34. Anleitung zur DNA Extraktion aus Transportpuffer TLS). 
Die extrahierten Nukleinsäuren wurden anschließend durch Hinzugabe von 100 µl DNA- 
„Hydration Solution“ (Qiagen) rehydriert.  
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Die kombinierte DNA/RNA Extraktion und reverse Transkription von Gesamt-Transkriptom 
RNA in cDNA aus den Transportmedien RNAlater und PANTA wurde am INH durchgeführt. 
Hierzu wurde ein modifiziertes Protokoll des „AllPrep DNA/RNA Handbuch“ (Qiagen) 
angewendet, wozu sich die Anleitung zur Präparation im Anhang (Tabelle 35. Anleitung zur 
kombinierten RNA/DNA Extraktion) befindet. Pufferlösungen RLT, RW1, RPE, AW1, AW2, EB, 
APP und RNAase freies Wasser waren im Kit enthalten.  
 
 
3.3.7.8. Lagerung der DNA und cDNA Extrakte 
 
Am INH wurden DNA Extrakte aus RNAlater in 2 ml Mikroschraubröhrchen, cDNA Extrakte aus 
PANTA und RNAlater in 0,2 ml Reaktionsgefäßen für maximal sieben Tage bei 4°C gelagert; 
die Langzeitlagerung erfolgte bei -20°C. Der Transport der Extrakte zur AITM erfolgte bei 
Raumtemperatur mittels Kurrierdienst. 
DNA Extrakte aus CLS und TLS wurden, nach Extraktion in der AITM, in 2 ml 
Mikroschraubröhrchen bei 4°C für maximal sieben Tage und bei -20°C für längere Zeit 
gelagert.  
 
 
3.3.8. Qualitätskontrolle  
3.3.8.1. Genotypisierung mittels DNA Sequenzierungen 
Für die Genotypisierung der M. leprae Patienten-Isolate sollte jeweils mindestens 1 Extrakt 
aller durch qPCR Analysen bestätigten Patienten der klinischen Validierung mittels 
Sequenzierung bestätigt werden, somit eine Konkordanz von 100% mit der M. leprae-
spezifischen RLEP- Sequenz (M. leprae Br4923; GenBank Zugangsnummer: FM211192.1) 
ergeben. 
 
 
3.3.8.2. Interne Qualitätskontrolle  
 
Zur internen Qualitätskontrolle wurde bei jeder konventionellen PCR eine Positiv- und 
Negativkontrolle mitgeführt. 
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Bei Durchführung der qPCR wurde ebenso eine Positiv- und Negativkontrolle mitgeführt. Die 
interne Positivkontrolle (engl.: „internal positive control, IPC“) diente dem Ausschluss falsch 
negativer Ergebnisse durch Inhibition, zudem wurde nach Nukleinsäurepräparation immer 
eine Extraktionskontrolle in den PCR Analysen mitgeführt. 
 
Bei RNA Extrakten wurde eine Kontrolle zum Ausschluss einer Kontamination durch 
genomische DNA mitgeführt (engl.: „genomic DNA wipeout control“, wD-cont). Verwendet 
wurde hierzu ein Aliquot jedes RNA Extraktes vor der reversen Transkription (Tabelle 21. 
Verwendete Qualitätskontrollen bei der qPCR). 
 
Zur Qualitätskontrolle wurden qPCR negativ getestete TLS, CLS und RNAlater (cDNA) Proben 
mittels einer bereits in der AITM etablierten Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase 
(GAPDH) qPCR getestet.  
GAPDH ist ein „Housekeeping“-Gen menschlicher Zellen, welches häufig als Referenzgen zum 
Nachweis humaner DNA und RNA verwendet wird. Es wird in viablen humanen Zellen hoch 
exprimiert und ist als konstitutives Gen zur Aufrechterhaltung der Zellfunktion erforderlich. 
(167) (168) (169) (170) 
Diese qPCR detektiert humane Nukleinsäuren als Kontrolle für eine erfolgreiche DNA und RNA 
Extraktion. (111) (112) RLEP/ TTC qPCR positive DNA Proben wurden nicht mittels GAPDH 
qPCR untersucht. Auch wurden jene cDNA Proben nicht mittels GAPDH qPCR überprüft, 
welche durch die 16S rRNA RT-qPCR positiv getestet wurden. Da PANTA weder humanen 
Zellen noch mRNA konserviert, war eine Detektion humaner GAPDH mRNA aus diesem 
Medium nicht möglich.  
Eine Studie von Bonnet-Duquennoy et al. konnte zeigen, dass besonders geeignete 
Probenarten für die GAPDH-qPCR humane Keratinozyten und Hautbiopsien waren, sodass der 
Test im Rahmen dieser Studie auch zur Überprüfung der korrekten Abnahme von 
Schleimhautabstrichen des Cavum nasi verwendet wurde. (171) 
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Kontrolle 
 
 
Verwendungszweck 
 
Material 
   
TTC qPCR 
 
RLEP qPCR 
 
16S rRNA RT-
qPCR 
Positivkontrolle Sicherstellung eines 
adäquaten PCR 
Durchlaufes 
TTC Plasmid 
Standard 
RLEP 
Plasmid 
Standard 
16S rRNA 
Plasmid 
Standard 
Negativkontrolle Ausschluss einer 
Kontamination im 
PCR 
Reaktionsendvolumen  
 
H2O 
 
Interne 
Positivkontrolle 
Ausschluss falsch 
negativer Ergebnisse 
durch Inhibition 
 
TaqMan interne Positivkontrolle (IPC)  
  
Negative 
Extraktionskontrolle 
Ausschluss einer 
Kontamination 
während der 
Extraktion 
Extrakte  Extrakte - 
wD-cont Ausschluss einer DNA 
Kontamination der 
RNA Extrakte 
- -  Aliquot jedes 
RNA Extraktes 
vor reverser 
Transkription 
GAPDH qPCR Sicherstellung einer 
erfolgreichen RNA 
und DNA Extraktion 
Negativ getestete TLS, CLS und RNAlater 
Probe wurde mittels GAPDH qPCR 
überprüft1) 
Tabelle 21. Verwendete Qualitätskontrollen bei der qPCR. wD-cont = genomic wipeout DNA. 
GAPDH = Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase. 1) Das Transportmedium PANTA 
konserviert keine humane RNA 
 
 
3.3.9. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung der Daten dieser nicht randomisierten Querschnittstudie erfolgte 
mittels Microsoft Excel (Microsoft Cooperation, Ort, Land), Stata (College Station, Texas, USA) 
und Prism 7 (Graphpad Software, La Jolla, USA). Als Maß für die Präzision der gewonnenen 
Daten wurde das 95%-Konfidenzintervall (engl.: „confidence interval“, CI) der jeweiligen 
Testergebnisse bestimmt. Der p-Wert beschreibt die Wahrscheinlichkeit, dass unter der 
Annahme der Nullhypothese, die Teststatistik den beobachteten Wert annimmt. Eine 
statistische Signifikanz besteht, wenn die 95%-Konfidenzintervalle nicht überlappen und der 
p-Wert kleiner 0,05 ist. (139) (172)  
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Technische Validierung  
4.1.1. Sequenzierergebnisse der togoischen Proben  
 
Mittels konventioneller PCR (siehe 3.3.3.1, 3.3.3.2 und 3.3.3.3.) und anschließendem „Cycle 
Sequencing“ (siehe 3.3.4) wurden die Sequenzen der togoischen RLEP, TTC und 16S rRNA 
Abschnitte bestimmt und sind in der Tabelle 22. (Tabelle 22. Togoische Sequenzen der 
Abschnitte RLEP, TTC und 16S rRNA) aufgeführt.  
 
 
 Sequenz (5´-3´) 
Amplikon 
Länge 
 
RLEP 
GCACGGTATAACTATTCGCACCTGATGTTATCCCTTGCACCATTTCTGCCGCTGGTATC 
GGTGTCGGCGGCTTGTTGACCGGCCCTCAGCCAGCAAGCAGGCATGCCGCCGGGTG 
CAGCAGTATCGTGTTAGTGAACAGTGCATCGATGATCCGGCCGTCGGCGGCACATAC 
GGCAACCTTCTAGCGCAGATCAACCACCCACACCCCACCAGCCCACCACAACACCACC 
CAAACCAAACCAGCAAAAAATAACCACCAAATGACCATCACGACG 
 
275 
bp 
 
 
TTC 
CGAAAGCATTCTGGACCTAAACCATCCCGTTTTGGGCTCATACGACGTATCCGTTGGG 
TTCGATCGAATCGACTTAGACGACATCGGCGAGTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTC 
TTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCTTCAATGCTAAACTTATTCCCGTCGGCGTGCTATATTATA 
GGGAGCTAAGTGCCCCCTGTAGCAGGTCCGGATGAAGCGCGTTGCCTTGACAACGCC 
TGGGGTTGGTTCTTCGATCGAG 
 
258 
bp 
 
16S 
rRNA 
GGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGGAAAGGTCT 
CTAAAAAATCTTTTTTAGAGATACTCGAGTGGCGAACGGGTGAGTAACACGTGGGTAA 
TCTGCCCTGCACTTCAGGGATAAGCTTGGGAAACTGGGTCTAATACCGGATAGGACTT 
CAAGGCGCATGTCTTGTGGTGGAAAGCTTTTTGCGGTGCAGGATGGGCCCGCGGCCT 
ATCAGCTTGTTGGTGGGGTGACGGCCTACCAAGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAG 
AGGGTGTACGGCCACACTGGGACTGAGATACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCA 
GTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGGGGGATG 
ACGGCTTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCACCATCGACGAAGGTCTGGGTTTTCTCGGATT 
GAC 
 
463 
bp 
 
Tabelle 22. Togoische Sequenzen der Abschnitte RLEP, TTC und 16S rRNA mit entsprechender 
Amplikon Länge 
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4.1.2. Sensitivität 
4.1.2.1. Bestimmung der TTC und RLEP Kopienzahl pro M. leprae Genom  
 
Die unter 3.3.6.1.1. beschriebene Berechnung ergab durchschnittlich 30 RLEP Kopien pro M. 
leprae Genom aus klinischen Isolaten togoischer Patienten, bei einer minimalen Zahl von 25 
und maximal 36 RLEP Wiederholungen (Tabelle 23. Bestimmung der RLEP Kopienzahl). Die 
Berechnung der TTC Kopienzahl ergab pro togoischem M. leprae Genom einen rechnerischen 
Wert von minimal 0,5 und maximal 0,76 Wiederholungen (Tabelle 24. Bestimmung der TTC 
Kopienzahl).  
 
Patient  Probennummer Kopienzahl des 
amplifizierten 
RLEP Produktes  
Kopienzahl des 
amplifizierten 16S 
rRNA Produktes 
RLEP 
Kopienzahl1) 
 
T.A.MB.002 
T.A.MB.002.NL.C. 23443 928 25 
T.A.MB.002.NR.C 303 12 25 
T.T.MB.010 T.T.MB.010.NL.C 4778 12 36 
T.T.MB.011 T.T.MB.011.NL.C 31405 1085 29 
T.T.MB.017 T.T.MB.017.NL.C 930 26 36 
Tabelle 23. Bestimmung der RLEP Kopienzahl wie unter 3.3.6.1.1 beschrieben 1) Kopienzahl 
des amplifizierten RLEP Produktes dividiert durch die Anzahl der 16S rRNA Amplifikate 
 
Patient  Probennummer Kopienzahl des 
amplifizierten 
TTC Produktes  
Kopienzahl des 
amplizifierten 16S 
rRNA Produktes 
TTC 
Kopienzahl1) 
 
T.A.MB.002 
T.A.MB.002.NL.C. 550 928 0,6 
T.A.MB.002.NR.C 6 12 0,5 
T.T.MB.010 T.T.MB.010.NL.C 95,6 12 0,75 
T.T.MB.011 T.T.MB.011.NL.C 684,3 1085 0,63 
T.T.MB.017 T.T.MB.017.NL.C 19,9 26 0,76 
Tabelle 24. Bestimmung der TTC Kopienzahl wie unter 3.3.6.1.1 beschrieben. 1) Kopienzahl des 
amplifizierten TTC Produktes dividiert durch die Anzahl der 16S rRNA Amplifikate 
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4.1.2.2. Bestimmung der analytischen Sensitivität der kombinierten RLEP/TTC qPCR und 16S 
rRNA RT-qPCR (LOD) 
 
Das LOD entsprach 3 RLEP und 16S rRNA Kopien sowie 5 TTC Kopien. Aufgrund der unter 
4.1.2.1. beschriebenen Daten war eine Umrechnung in M. leprae Genomäquivalente möglich 
(LOD/ aufgerundeter Mittelwert der Kopienzahl pro M. leprae Genom). So entsprach das LOD 
für die drei qPCRs (bei durchschnittlich 30 RLEP Kopien, einer TTC und einer 16S rRNA Kopie) 
jeweils: 
 
RLEP qPCR:  3/30= 0,1 M. leprae Genomäquivalente 
TTC qPCR:  5/1= 5 M. leprae Genomäquivalente 
16S rRNA RT-qPCR: 3/1= 3 M. leprae Genomäquivalente 
 
4.1.3. Spezifität 
 
Unter Verwendung der kombinierten RLEP/TTC qPCR und 16S rRNA RT-qPCR konnte keiner 
der unter 3.2.7. aufgeführten (fakultativ) humanpathogenen bzw. ubiquitären Mykobakterien 
und Hautkeime nachgewiesen werden. Die Spezifität für M. leprae betrug somit 100% für die 
drei qPCRs (im Anhang: Tabelle 36. Ergebnisse der Spezifitätstestung). 
 
4.1.4. Intraassay und Interassay Variabilität 
 
Die Ergebnisse der Intraassay und Interassay Variabilität entsprachen den unter 3.1. 
aufgeführten Kriterien der MIQE guidelines.  
 
 
4.1.4.1 Intraassay Variabilität 
 
Der größte Variationskoeffizient in der Intraassay Variabilität der RLEP qPCR betrug 0,628, bei 
der TTC qPCR und 16S rRNA RT-qPCR lag dieser bei 0,609 bzw. 0,638 und somit unter dem 
Grenzwert von 0,65. Die maximale Variation aller getesteten Proben innerhalb einer Testung 
sollte weniger als 0,35 betragen und wurde auch in den Intraassay Testungen nicht 
überschritten (Tabelle 25. Ergebnisse der Intraassay Variabilität). 
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qPCR  Standard  Ct-Wert 
Lauf. 11) 
Ct-Wert 
Lauf. 21) 
Ct-Wert 
Lauf. 31) 
Ct Std. 
Abw2) 
CV3) Ct Abw 
max4) 
 
 
 
 
 
RLEP 
2 
 
30,66 30,50 30,42 0,122 0,40 0,240 
3 
 
27,76 27,65 27,42 0,173 0,628 0,340 
4 
 
24,37 24,51 24,48 0,074 0,301 0,140 
5 
 
20,65 20,79 20,72 0,070 0,338 0,140 
6 
 
17,38 17,27 17,37 0,061 0,351 0,110 
7 14,28 14,34 14,20 0,070 0,492 0,140 
 
 
 
 
TTC 
2 
 
31,69 31,65 31,72 0,035 0,111 0,070 
3 
 
28,57 28,62 28,70 0,066 0,229 0,130 
4 
 
25,39 25,27 25,42 0,079 0,313 0,150 
5 
 
22,20 22,08 22,35 0,135 0,609 0,270 
6 18,34 
 
18,35 18,48 0,078 0,425 0,140 
 
 
 
 
 
 
16S 
rRNA 
1 35,05 
 
35,34 
 
35,37 
 
0,177 0,501 0,320 
2 32,28 
 
32,19 32,12 0,080 0,249 0,16 
3 
 
28,86 28,81 28,79 0,036 0,125 0,070 
4 
 
25,22 25,41 25,35 0,097 0,383 0,19 
5 
 
21,73 21,62 21,60 0,070 0,323 0,13 
6 
 
18,09 10,11 18,30 0,116 0,638 0,210 
7 
 
14,35 14,42 14,41 0,038 0,263 0,070 
Tabelle 25. Ergebnisse Intraassay Variabilität 1) Ct-Werte der in gleicher Verdünnung 
getesteten Proben. 2) Standard Abweichung der Ct-Werte. 3) Variationskoeffizient der in 
gleicher Verdünnung getesteten Proben eines Versuchsansatzes. 4) Max. Variation aller 
getesteten Proben innerhalb der Testung eines Versuchsansatzes. 
 
 
  
74 
4.1.4.2. Interassay Variabilität 
 
Der größte Variationskoeffizient der Interassay Variabilitätstestung betrug 1,503 in der RLEP 
qPCR, 0,886 in der TTC- und 1,167 in der 16S rRNA (RT)-qPCR. Dieser lag somit unterhalb des 
maximalen Wertes einer effizienten qPCR von 2,7. Die maximale Variation des RLEP Assays 
betrug 0,43 und in der TTC- und 16S rRNA (RT)-qPCR 0,35 bzw. 0,41 und lag somit unter dem 
maximal tolerierbaren Wert von 0,8 (Tabelle 26. Ergebnisse der Interassay Variabilität).  
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qPCR  Standard Ct-Wert 
Tag 11) 
Ct-Wert 
Tag 21) 
Ct-Wert 
Tag 31) 
Ct Std. 
Abw.2) 
CV3) Ct Abw. 
max4) 
 
 
 
 
 
RLEP 
2 
 
30,53 30,62 30,49 
 
 
0,099 0,324 0,13 
3 
 
27,61 27,42 27,34 0,178 0,649 0,25 
4 
 
24,45 24,12 24,01 0,222 0,919 0,43 
5 
 
20,72 20,52 20,65 0,100 0,485 0,2 
6 
 
17,34 17,14 17,01 0,158 0,922 0,33 
7 
 
14,27 13,92 13,88 0,211 1,503 0,39 
 
 
 
 
TTC 
2 
 
31,69 31,73 31,58 0,061 0,192 0,15 
3 
 
28,63 28,58 28,29 0,155 0,544 0,34 
4 
 
25,36 25,09 25,27 0,130 0,515 0,27 
5 
 
22,21 22,01 22,04 0,140 0,633 0,20 
6 
 
18,39 18,33 18,04 0,162 0,886 0,35 
 
 
 
 
 
 
16S 
rRNA 
1 35,25 35,00 35,01 
 
0,185 0,527 0,24 
2 32,20 32,13 32,17 
 
0,113 0,351 0,04 
3 28,82 28,74 28,95 
 
0,080 0,276 0,21 
4 25,33 25,35 25,41 
 
0,077 0,304 0,06 
5 21,65 21,60 21,54 
 
0,077 0,357 0,13 
6 18,17 18,16 18,11 
 
0,086 0,472 0,06 
7 14,39 14,34 14,75 
 
0,169 1,167 0,41 
Tabelle 26. Ergebnisse der Interassay Variabilität. 1) Ct-Werte der in gleicher Verdünnung 
getesteten Proben. 2) Standard Abweichung der Ct-Werte. 3) Variationskoeffizient der in 
gleicher Verdünnung getesteten Proben verschiedener Versuchsansätze. 4) Max. Variation 
aller getesteten Proben an drei Tagen. 
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4.1.5. Effizienz der qPCR 
 
Die Steigung der Regressionsgeraden betrug in der RLEP qPCR y = −3,4, der TTC qPCR y = -3,4 
und der 16S rRNA RT-qPCR y = −3,38. Diese Werte lagen innerhalb des in den MIQE Richtlinien 
geforderten Bereiches der Regressionsgeraden zwischen -3,2 und -3,4 (siehe 3.1.). (162) 
 
 
4.2. Validierung anhand klinischer Proben 
4.2.1. Durchführung der Datenerfassung und standardisierten Probenentnahme 
Die Datenerfassung und standardisierte Probenentnahme konnte, wie unter 3.3.7.4. 
beschrieben, erfolgreich durchgeführt werden. Von 20 klinisch diagnostizierten MB Lepra-
Patienten wurden insgesamt 160 Nasenschleimhautabstriche entnommen (Abbildung unter 
3.3.7.6.). 
 
4.2.2. Datendokumentation  
Die Patientendaten wurden entsprechend 3.3.7.5 in dem Datenerhebungsformular D1 (im 
Anhang: Abbildung 8.Datenerhebungsformular D1) dokumentiert.  
 
 
4.2.3. Probenbearbeitung 
 
Die weitere Bearbeitung der Proben wurde entsprechend 3.3.7.6., 3.3.7.7. und 3.3.7.8. 
durchgeführt. Pro Patient wurde für den Transport in den Medien CLS und TLS jeweils ein 
Abstrich aus dem rechten und linken Nasenloch entnommen, welcher der kombinierten 
RLEP/TTC qPCR nach DNA Extraktion zugeführt wurde (CLS: n = 40; TLS: n=40). Für die 
Transportmedien PANTA und RNAlater wurde jeweils ein Schleimhautabstrich aus dem 
rechten und linken Cavum nasi entnommen (PANTA: n = 40; RNAlater: n = 40). Die kombinierte 
DNA/RNA Extraktion wurde zunächst für die Proben aus dem rechten Cavum nasi 
durchgeführt. Der 16S qPCR wurden die cDNA und wD-cont Proben zugeführt (PANTA: n = 40; 
RNAlater: n = 40), während die DNA mittels kombinierter RLEP/TTC qPCR untersucht wurde 
(PANTA: n = 20; RNAlater: n = 20). Zu einem späteren Zeitpunkt wurde auch eine kombinierte 
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DNA/RNA Extraktion aus den verbleibenden Rückstellproben in PANTA und RNAlater, jeweils 
aus dem linken Cavum nasi, durchgeführt. Wobei die cDNA und wD-cont Proben der 16S qPCR 
zugeführt wurden (PANTA: n = 40; RNAlater: n = 40) und die DNA der RLEP/TTC qPCR (PANTA: 
n = 20; RNAlater: n = 20). Somit standen nach der Extraktion also 240 Proben aus den 
Transportmedien PANTA und RNAlater und 160 Proben aus CLS und TLS zur weiteren Analyse 
mittels kombinierter RLEP/TTC qPCR (DNA Extrakte) oder 16S rRNA RT-qPCR (cDNA Extrakte) 
zur Verfügung. Insgesamt wurden bei der klinischen Validierung 320 Proben untersucht.  
 
4.2.3. Studienkollektiv 
Gesamtkohorte 
20 klinisch diagnostizierte MB Lepra-Patienten wurden in die Studie eingeschlossen. Unter 
den Patienten befanden sich 13 männliche Probanden (65,0%). Das Durchschnittsalter der 
Patienten war 37,86 Jahre mit einem Median von 33,5 Jahren und einer Spannweite von 17-
95 Jahren. Die Patienten stammten aus 4 togoischen Regionen (Maritime, n = 13; Plateaux, n 
= 5; Central, n = 1; Kara, n = 1). Die durchschnittliche subjektive Dauer der Erkrankung vor 
klinischer Diagnosestellung betrug 3,98 Jahre mit einem Median von 2,5 Jahren und einer 
Spannweite von 0,16–20 Jahren. Insgesamt gaben drei Patienten (15,0%) an, Kontakt zu 
bekannten Lepra-Patienten zu haben, 17 Patienten (85,0%) hatten keinen wissentlichen 
Kontakt zu Lepra-Patienten. Unter den Patienten hatten 4 (20%) vorangehend eine BCG 
Impfung erhalten. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung hatten 8 Patienten (40,0%) keine 
Behinderungen, 3 (15,0%) Patienten wiesen Grad 1 Behinderungen und 9 Patienten (45,0%) 
wiesen Grad 2 Behinderungen auf. Unter den in dieser Arbeit eingeschossenen Patienten 
befanden sich keine Kinder unter 15 Jahren. 
 
Laborbestätigte Patienten 
Das Durchschnittsalter der 15 RLEP qPCR bestätigten Patienten war 36,7 Jahre mit einem 
Median von 35 Jahren und einer Spannweite von 17-75 Jahren. Die Patienten stammten aus 
3 togoischen Regionen (Maritime n = 10; Plateaux n = 4; Central n = 1). Unter den Patienten 
waren 3 (20%) BCG geimpft, 12 hatten keine nachweisbare BCG Impfung. Die 
durchschnittliche subjektive Dauer der Erkrankung vor klinischer Diagnosestellung betrug 3,8 
Jahre, mit einem Median von 3 Jahren und einer Spannweite von 0,16-20 Jahren. Zwei 
Patienten (13,0%) gaben an, Kontakt zu bekannten Lepra-Patienten zu haben, 13 Patienten 
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(86,0%) hatten keinen wissentlichen Kontakt zu Lepra-Patienten. Insgesamt 6 der qPCR 
bestätigten Patienten (40,0%) hatten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung keine Behinderung, 
2 (13,3%) Patienten wiesen Grad 1 Behinderungen und 7 Patienten (46,6%) wiesen Grad 2 
Behinderungen auf.  
 
4.2.4. Laborergebnisse der klinischen Validierung  
Bis Oktober 2012 erfolgte die Probenentnahme nach ausführlicher Anamnese und klinischer 
Untersuchung des Patienten. Die DNA Extraktion der Proben aus den Transportmedien CLS 
und TLS wurde in der AITM durchgeführt. Die DNA/ RNA Extraktion der Patientenproben aus 
RNAlater und PANTA wurden am INH durchgeführt, ausgenommen der Rückstell-Proben (wie 
unter 3.3.7.6. beschrieben). Die anschließende Analyse mittels kombinierter RLEP/TTC qPCR 
bzw. 16S rRNA RT-qPCR erfolgte in der AITM (Abbildung 7. Weiterverarbeitung der Proben). 
Die Rückstell-Proben wurden zu einem späteren Zeitpunkt bearbeitet (RNAlater Februar 
2013; PANTA: April 2013) (Tabelle 27. Laborergebnisse der klinischen Validierung). 
Zur Qualitätskontrolle wurden qPCR negativ getestete Proben wie unter 3.3.8.2. beschrieben 
mittels GAPDH qPCR in der AITM getestet. 
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Anonymisierte 
Patienten ID  
RLEP 
qPCR1) 
TTC 
qPCR2)  
16S rRNA 
RT-qPCR3) 
qPCR wD-
cont4) 
GAPDH 
qPCR- 
cDNA5) 
GAPDH 
qPCR – 
DNA6)  
T.A.MB.001 pos neg pos neg ND ND 
T.A.MB.002 pos pos pos neg ND ND 
T.A.MB.003 pos neg pos neg ND ND 
T.A.MB.004 pos neg pos neg ND ND 
T.A.MB.005 pos neg neg neg pos ND 
T.A.MB.006 pos neg neg neg pos ND 
T.S.MB.007 pos neg neg neg pos ND 
T.T.MB.010 pos pos pos neg ND ND 
T.T.MB.011 pos pos pos neg ND ND 
T.T.MB.012 neg neg neg neg pos pos 
TA.MB.013 pos pos pos neg ND ND 
T.T.MB.014 neg neg neg neg pos pos 
T.T.MB.015 pos pos pos neg ND ND 
T.T.MB.016 neg neg neg neg pos pos 
T.T.MB.017 pos pos neg neg pos ND 
T.T.MB.018 pos pos neg neg pos ND 
T.T.MB.019 neg neg neg neg pos pos 
T.T.MB.020 neg neg neg neg pos pos 
T.T.MB.021 pos pos pos neg ND ND 
T.T.MB.022 pos pos pos neg ND ND 
Tabelle 27. Laborergebnisse der klinischen Validierung. ID = Kennung; pos = positives 
Ergebnis; neg = negatives Ergebnis; ND = nicht durchgeführt (cDNA Probe wurde nicht mittels 
GAPDH qPCR getestet, da 16S rRNA RT-qPCR positiv war; DNA Probe wurde nicht mittels 
GAPDH qPCR getestet, da RLEP/TTC qPCR positiv war). 1) Ergebnis der mittels RLEP qPCR 
getesteten DNA Proben. 2) Ergebnis der mittels TTC qPCR getesteten DNA Proben. 3) Ergebnis 
der mittels 16S rRNA RT-qPCR getesteten RNA Probe. 4) Ergebnis der mittels 16S rRNA RT-qPCR 
getesteten RNA Extraktionskontrolle zum Ausschluss einer Kontamination durch genomische 
DNA, wie unter 3.3.8.2. beschrieben. 5) GAPDH qPCR Ergebnis der mittels 16S rRNA RT-qPCR 
negativ getesteten Probe. 6) GAPDH qPCR Ergebnis der mittels RLEP qPCR und TTC qPCR 
negativ getesteten Probe. 
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4.2.4.1. DNA Nachweis aus 4 Transportmedien (CLS, TLS, RNAlater und PANTA) mittels RLEP 
qPCR 
 
Es wurden insgesamt 40 DNA Extrakte aus dem Transportmedium CLS (Nase rechts, n = 20; 
Nase links, n = 20) der RLEP qPCR zugeführt. Hiervon waren insgesamt 27/40 DNA Extrakte 
(67,5%; 95%-CI: 58,08; 81,92) positiv. Von Extrakten der rechten Nase waren 14/20 Extrakte 
(70,0%) positiv und von Extrakten der linken Nase waren 13/20 Extrakte (65,0%) positiv.  
Es wurden insgesamt 15/20 Patienten anhand von Abstrichen aus einem oder beiden 
Nasenlöchern (75,0%) mittels positiver RLEP qPCR aus CLS-DNA Extrakten laborbestätigt. 
Hierunter hatten 12/15 Patienten (80,0%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der 
rechten als auch der linken Nase, 3/15 Patienten (20,0%) hatten entweder ein positives 
Ergebnis der rechten (2/3; 66,7%) oder der linken Nase (1/3; 33,3%). Durch die Testung zweier 
Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium CLS also ein zusätzlicher diagnostischer 
Gewinn von 20% für die RLEP qPCR erzielt werden (im Anhang: Tabelle 37. qPCR Ergebnisse 
der klinischen Validierung). 
 
Von DNA Extrakten aus TLS (Nase rechts, n = 20; Nase links, n = 20) wurden 40 Proben der 
RLEP qPCR zugeführt. Hiervon waren insgesamt 21/40 DNA Extrakte (52,5%; 95%-CI: 39,51; 
65,49) positiv. Von Extrakten der rechten Nase waren 10/20 Extrakte (50,0%) positiv und von 
Extrakten der linken Nase waren 11/20 Extrakte (55,0%) positiv.  
Es wurden insgesamt 11/20 Patienten (55,0%) anhand von Abstrichen aus einem oder beiden 
Nasenlöchern mittels positiver RLEP qPCR aus TLS-DNA Extrakten laborbestätigt. Hierunter 
hatten 10/11 Patienten (90,9%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der rechten als 
auch der linken Nase, 1/11 Patienten (9,1%) hatte nur ein positives Ergebnis im Extrakt der 
linken Nase (1/1; 100 %). Durch die Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem 
Transportmedium TLS ein zusätzlicher diagnostischer Gewinn von 9,1% für die RLEP qPCR 
erzielt werden (im Anhang: Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,001) der RLEP qPCR Ergebnisse aus 
CLS und TLS, wobei die Verwendung des Transportmediums CLS mit 27/40 (67,5%) positiv 
getesteten DNA Extrakten signifikant bessere Ergebnisse verglichen mit TLS (21/40; 52,5% 
positiv getestete DNA Extrakte) erzielte. 
 
Der RLEP qPCR wurden insgesamt 40 DNA Extrakte, nach kombinierter DNA/RNA Extraktion 
aus RNAlater (Nase rechts, n = 20; Nase links, n = 20), zugeführt. Hiervon waren insgesamt 
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19/40 DNA Extrakte (47,5%) positiv. Von Extrakten der rechten Nase waren 9/20 Extrakte 
(45,0%) positiv und von Extrakten der linken Nase waren 10/20 Extrakte (50,0%) positiv.  
Es wurden insgesamt 11/20 Patienten (55,0%) anhand von Abstrichen aus einem oder beiden 
Nasenlöchern mittels positiver RLEP qPCR aus RNAlater-DNA Extrakten laborbestätigt. 
Hierunter hatten 8/11 Patienten (72,7%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der 
rechten als auch der linken Nase, 3/11 Patienten (27,3%) hatten entweder ein positives 
Ergebnis der rechten (1/3; 33,3%) oder der linken Nase (2/3; 66,7%). Durch die Testung zweier 
Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium RNAlater somit ein zusätzlicher 
diagnostischer Gewinn von 9,1% für die RLEP qPCR erzielt werden (im Anhang: Tabelle 37. 
qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Es wurden insgesamt 40 DNA Extrakte (Nase rechts, n = 20; Nase links, n = 20), nach 
kombinierter DNA/RNA Extraktion aus PANTA, der RLEP qPCR zugeführt. Hiervon waren 
insgesamt 16/40 DNA Extrakte (40,0%) positiv. Es wurden 11/40 Extrakte (55,0%) mittels 
positiver RLEP qPCR aus PANTA-DNA Extrakten der rechten Nase laborbestätigt. Von 
Extrakten der linken Nase waren 5/20 Patienten (25,0%) positiv. 
Es wurden insgesamt 11/20 Patienten (55,0%) anhand von Abstrichen aus einem oder beiden 
Nasenlöchern mittels positiver RLEP qPCR aus PANTA-DNA Extrakten laborbestätigt. Hierunter 
hatten 5/11 Patienten (45,5%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der rechten als 
auch der linken Nase, 6/11 Patienten (54,5%) hatten ein positives Ergebnis der rechten Nase 
(Tabelle 28. RLEP qPCR Ergebnisse aus den Transportmedien CLS, TLS, RNAlater und PANTA). 
Durch die Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium PANTA ein 
zusätzlicher diagnostischer Gewinn von 9,1% für die RLEP qPCR erzielt werden (im Anhang: 
Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,012) der RLEP qPCR Ergebnisse aus 
RNAlater und PANTA, wobei die Verwendung des Transportmediums RNAlater mit 19/40 
(47,5%) positiv getesteten DNA Extrakten statistisch signifikant bessere Ergebnisse verglichen 
mit PANTA (16/40; 40% positiv getestete DNA Extrakte) erzielte. 
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 RLEP qPCR positiv  RLEP qPCR negativ 
  
CLS 
Proben 27/40 (67,5%) 13/40 (32,5%) 
Patienten 15/20 (75%) 5/20 (25%) 
  
TLS  
Proben 21/40 (52,5%) 19/40 (47,5%) 
Patienten 11/20 (55,0%) 9/20 (45,0%) 
  
RNAlater 
Proben 19/40 (47,5%) 21/40 (52,5%) 
Patienten 11/20 (55,0%) 9/20 (45,0%) 
  
PANTA 
Proben 16/40 (40,0%) 24/40 (60,0%) 
Patienten 11/20 (55,0%) 9/20 (45,0%) 
Tabelle 28. RLEP qPCR Ergebnisse aus den Transportmedien CLS, TLS, RNAlater und PANTA 
zum DNA Nachweis 
 
 
4.2.4.1.1. Vergleich der RLEP qPCR Ergebnisse von DNA Extrakten aus unterschiedlichen 
Transportpuffern 
 
Von 20 klinisch diagnostizierten MB Lepra-Patienten wurden insgesamt 15/20 Patienten 
(75,0%; 95%-CI: 59,07; 90,93) mittels RLEP qPCR aus DNA Extrakten in CLS (15/20; 75,0%), TLS 
(11/20; 55,0%), RNAlater (11/20; 55,0%) und PANTA (11/20; 55,0%) laborbestätigt. Hierbei 
wurden alle 11 Patienten, die mittels RLEP qPCR aus TLS-, RNAlater- oder PANTA-DNA 
Extrakten laborbestätigt wurden, auch mittels CLS-DNA Extrakten positiv getestet; die CLS-
DNA Extrakte ergaben bei 4/20 zusätzlichen Patienten (20,0%) ein positives RLEP qPCR 
Ergebnis (Tabelle 28. RLEP qPCR Ergebnisse aus den Transportmedien CLS, TLS, RNAlater und 
PANTA). Das Transportmedium CLS weist somit eine höhere Sensitivität, im Vergleich zu den 
anderen Transportpuffern, zur Detektion von M. leprae DNA mittels RLEP qPCR auf.  
 
Von den 15 positiv getesteten Patienten aus CLS Extrakten mittels RLEP qPCR, hatten 9 
Patienten sowohl ein positives qPCR Ergebnis aus DNA Extrakten in PANTA, RNAlater und TLS. 
Jeweils ein Patient der aus CLS positiv getesteten Patienten wurde entweder aus DNA 
Extrakten der Transportmedien TLS, PANTA oder RNAlater positiv getestet.  
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4.2.4.2. DNA Nachweis aus 4 Transportmedien (CLS, TLS, RNAlater und PANTA) mittels TTC 
qPCR 
 
Es wurden insgesamt 40 DNA Extrakte aus CLS (Nase rechts, n = 20; Nase links, n = 20) der TTC 
qPCR zugeführt. Hiervon waren insgesamt 13/40 DNA Extrakte (32,5%) positiv. Von Extrakten 
der rechten Nase waren 8/20 Extrakte (40,0%) positiv und von der linken Nase waren 5/20 
Extrakte (25,0%) positiv.  
Es wurden insgesamt 8/20 Patienten (40,0%) anhand von Abstrichen aus einem oder beiden 
Nasenlöchern mittels positiver TTC qPCR aus CLS-DNA Extrakten laborbestätigt. Hierunter 
hatten 5/8 Patienten (62,5%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der rechten als auch 
der linken Nase, 3/8 Patienten (37,5%) hatten nur ein positives Ergebnis der rechten Nase. 
Durch die Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium CLS somit ein 
zusätzlicher diagnostischer Gewinn von 37,5% für die TTC qPCR erzielt werden (im Anhang: 
Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Der TTC qPCR wurden insgesamt 40 DNA Extrakte aus dem Transportmedium TLS (Nase 
rechts, n = 20; Nase links, n = 20) zugeführt. Hiervon waren insgesamt 14/40 DNA Extrakte 
(35,0%) positiv. Es waren jeweils 7/20 Extrakte (35,0%) der rechten und der linken Nase 
positiv.  
Es wurden insgesamt 7/20 Patienten (35,0%) anhand von Abstrichen aus beiden Nasenlöchern 
mittels positiver TTC qPCR aus TLS-DNA Extrakten laborbestätigt. Hierunter hatten 100% der 
Patienten sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der rechten als auch der linken Nase. 
Durch die Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium TLS kein 
diagnostischer Zugewinn für die TTC qPCR erzielt werden (im Anhang: Tabelle 37. qPCR 
Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Es zeigte sich ein kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,661) der TTC qPCR Ergebnisse 
aus CLS (13/40; 32,5% positiv getestete DNA Extrakte) und TLS (14/40; 35% positiv getestete 
DNA Extrakte).  
 
Es wurden 40 DNA Extrakte aus RNAlater (Nase rechts, n = 20; Nase links, n = 20) der TTC qPCR 
zugeführt. Hiervon waren insgesamt 7/40 DNA Extrakte (17,5%) positiv. Von Extrakten der 
rechten Nase waren 2/20 Extrakte (10,0%) positiv und von Extrakten der linken Nase waren 
5/20 (25,0%) positiv.  
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Es wurden insgesamt 5/20 Patienten (25,0%) anhand von Abstrichen aus einem oder beiden 
Nasenlöchern mittels positiver TTC qPCR aus RNAlater-DNA Extrakten laborbestätigt. 
Hierunter hatten 2/5 Patienten (40,0%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der 
rechten als auch linken Nase, 3/5 Patienten (60,0%) hatten nur ein positives Ergebnis der 
linken Nase. Durch die Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium 
RNAlater somit ein zusätzlicher diagnostischer Gewinn von 60,0% für die TTC qPCR erzielt 
werden (im Anhang: Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Von DNA Extrakten aus PANTA Proben (Nase rechts, n = 20; Nase links, n = 20) wurden 
insgesamt 40 Proben der TTC qPCR zugeführt. Hiervon waren insgesamt 6/40 DNA Extrakte 
(15,0%) positiv. Von Extrakten der rechten Nase waren 5/20 Extrakte (25,0%) positiv und von 
Extrakten der linken Nase war 1/20 Extrakten (5,0%) positiv.  
Es wurden insgesamt 5/20 Patienten (25,0%) anhand von Abstrichen aus einem oder beiden 
Nasenlöchern mittels positiver TTC qPCR aus PANTA-DNA Extrakten laborbestätigt. (Tabelle 
29. TTC qPCR Ergebnisse aus den Transportmedien CLS, TLS, RNAlater und PANTA). Hierunter 
hatte ein Patient sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der rechten als auch der linken 
Nase, 4/5 Patienten (80%) hatten nur ein positives Ergebnis der rechten Nase. Durch die 
Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium PANTA somit ein 
zusätzlicher diagnostischer Gewinn von 80,0% für die TTC qPCR erzielt werden (im Anhang: 
Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,570) der TTC qPCR Ergebnisse aus 
RNAlater (7/40; 17,5% positiv getestete DNA Extrakte) und PANTA (6/40; 15% positiv 
getestete DNA Extrakte). 
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 TTC qPCR positiv  TTC qPCR negativ 
  
CLS 
Proben 13/40 (32,5%) 27/40 (67,5%) 
Patienten 8/20 (40,0%) 12/20 (60,0%) 
  
TLS  
Proben 14/40 (35,0%) 26/40 (65,0%) 
Patienten 7/20 (35,0%) 13/20 (65,0%) 
  
RNAlater 
Proben 7/40 (17,5%) 33/40 (82,5%) 
Patienten 5/20 (25,0%) 15/20 (75,0%) 
  
PANTA 
Proben 6/40 (15,0%) 34/40 (85,0%) 
Patienten 5/20 (25,0%) 15/20 (75,0%) 
Tabelle 29. TTC qPCR Ergebnisse aus den Transportmedien CLS, TLS, RNAlater und PANTA zum 
DNA Nachweis 
 
 
4.2.4.2.1. Vergleich der TTC qPCR Ergebnisse von DNA Extrakten aus unterschiedlichen 
Transportpuffern 
 
Von 20 klinisch diagnostizierten MB Lepra-Patienten wurden insgesamt 9/20 Patienten 
(45,0%) mittels TTC qPCR aus DNA Extrakten in CLS (8/20; 40,0%), TLS (7/20; 35,0%), RNAlater 
(5/20; 25,0%) und PANTA (5/20; 25,0%) laborbestätigt. Hierbei wurden 8 dieser 9 Patienten 
aus CLS Extrakten mittels TTC qPCR positiv getestet. Ein Patient wurde nur mittels TTC qPCR 
aus TLS DNA Extrakten positiv getestet, wobei die Testung der DNA Extrakte aus CLS, PANTA 
und RNAlater negativ ausfiel. Alle in RNAlater und PANTA positiv getesteten Patienten wiesen 
auch ein positives Ergebnis in den CLS DNA Extrakten auf. 
Zur Detektion von M. leprae DNA mittels TTC qPCR wies das Transportmedium CLS eine 
höhere Sensitivität, im Vergleich mit den Transportmedien TLS, RNAlater und PANTA, auf. 
 
 
4.2.4.3. Vergleich der RLEP und TTC qPCR Ergebnisse 
 
Von den klinisch diagnostizierten Patienten wurden insgesamt 15/20 Patienten (75,0%) durch 
M. leprae DNA Nachweis mittels qPCR bestätigt. Hierunter wurden 15/20 Patienten (75,0%) 
mittels RLEP qPCR und 9/20 Patienten (45,0%) mittels TTC qPCR laborbestätigt. Von 9 
Patienten, die mittels TTC qPCR positiv getestet wurden, waren alle Patienten ebenfalls RLEP 
qPCR positiv. 
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Die Proben wurden statistisch signifikant häufiger (p<0.001) mittels RLEP qPCR (83/160; 
51,8%) positiv getestet, verglichen mit den Ergebnissen der TTC qPCR Testung (40/160; 
25,0%).  
 
 
4.2.4.4. RNA Nachweis aus 2 Transportmedien (RNAlater und PANTA) mittels 16S rRNA RT-
qPCR 
 
Nach reverser Transkription in cDNA wurden insgesamt 40 RNA Extrakte aus RNAlater (Nase 
rechts, n = 20; Nase links, n = 20) der 16S rRNA RT-qPCR zugeführt. Hiervon waren insgesamt 
13/40 cDNA Extrakte (32,5%; 95%-CI: 20,32; 44,68) positiv; alle wD-cont. Proben (n = 40) 
wurden negativ getestet. Von Extrakten der rechten Nase waren 4/20 Extrakte (20,0%) positiv 
und von Extrakten der linken Nase waren 9/20 Extrakte (45,0%) positiv.  
Es wurden insgesamt 9/20 Patienten (45,0%) mittels positiver 16S rRNA RT-qPCR aus 
RNAlater-RNA-Extrakten von Abstrichen aus einem oder beiden Nasenlöchern laborbestätigt. 
Hierunter hatten 4/9 Patienten (44,4%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der 
rechten als auch der linken Nase, 5/9 Patienten (55,6%) hatten nur ein positives Ergebnis aus 
Extrakten der linken Nase. In Bezug auf die RLEP positiv getesteten Patienten (n = 15) wurden 
9/15 Patienten (60,0%) in der 16S rRNA RT-qPCR positiv getestet. Durch die Testung zweier 
Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium RNAlater somit ein zusätzlicher 
diagnostischer Gewinn von 55,6% für die 16S rRNA RT-qPCR erzielt werden (im Anhang: 
Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
 
Es wurden insgesamt 40 RNA Extrakte aus PANTA (Nase rechts, n = 20; Nase links, n = 20) nach 
reverser Transkription in cDNA der 16S rRNA RT-qPCR zugeführt. Hiervon waren insgesamt 
10/40 cDNA Extrakte (25,0 %; 95%-CI: 13,74; 36,26) positiv; alle wD-cont. Proben (n = 40) 
wurden negativ getestet.  
Es wurden insgesamt 6/20 Patienten (30,0%) mittels positiver 16S rRNA RT-qPCR aus PANTA-
RNA-Extrakten von Abstrichen aus einem oder beiden Nasenlöchern laborbestätigt. Hierunter 
hatten 5/6 Patienten (83,3%) sowohl ein positives Ergebnis aus der Probe der rechten als auch 
der linken Nase, 1/6 Patienten (16,7%) hatte nur ein positives Ergebnis aus Extrakten der 
linken Nase. Durch die Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium 
PANTA somit ein zusätzlicher diagnostischer Gewinn von 16,7% für die 16S rRNA RT-qPCR 
erzielt werden (im Anhang: Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). 
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In Bezug auf die RLEP positiv getesteten Patienten (n = 15) wurden 10/15 Patienten (66,7%) 
in der 16S rRNA RT-qPCR positiv getestet (Tabelle 30. 16S rRNA RT-qPCR Ergebnisse aus den 
Transportmedien RNAlater und PANTA).  
 
 
16S rRNA  
RT-qPCR positiv  
16S rRNA  
RT-qPCR negativ 
RNAlater 
Proben 13/40 (32,5%) 27/40 (67,5%) 
Patienten 9/20 (45,0%) 11/20 (55,0%) 
RLEP qPCR positiv  
getestete Patienten 
9/15 (66,7%) 6/15 (33,3%) 
 PANTA 
Proben 10/40 (25,0%) 30/40 (75,0%) 
Patienten 6/20 (30,0%) 14/20 (70,0%) 
RLEP qPCR positiv  
getestete Patienten 
6/15 (33,3%) 9/15 (66,7%) 
Tabelle 30. 16S rRNA RT-qPCR Ergebnisse aus den Transportmedien RNAlater und PANTA zum 
M. leprae RNA Nachweis 
 
 
4.2.4.4.1. Vergleich der 16S rRNA RT-qPCR Ergebnisse von RNA Extrakten aus 
unterschiedlichen Transportpuffern  
 
Unter den 15 laborbestätigten (RLEP-DNA positiven) Lepra-Patienten wurden 10/15 Patienten 
(66,7%; 95%-CI: 46,64; 86,69) mittels 16S rRNA RT-qPCR positiv aus 
Nasenschleimhautabstrichen getestet. Bei diesen Patienten konnte also RNA nachgewiesen 
werden, weshalb aufgrund der geringen Halbwertszeit von RNA auf das Vorhandensein 
viabler M. leprae geschlossen werden kann.  
Von 10 RNA positiven Patienten konnten 9 (90%) aus RNAlater Extrakten mittels 16S rRNA RT-
qPCR positiv getestet werden. PANTA RNA Extrakte waren bei 6/10 Patienten (60%) positiv, 
wobei ein Patient nur in PANTA, nicht aber RNAlater, mittels 16S rRNA RT-qPCR positiv 
getestet wurde. Der Vergleich der Transportmedien ergab mehr positive 16S rRNA RT-qPCR 
Ergebnisse aus RNAlater Extrakten (13/40; 32,5%) gegenüber PANTA Extrakten (10/40; 
25,0%), der Unterschied war jedoch statistisch nicht signifikant (p=0.058).  
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4.2.4.5. DNA positive und RNA negative Proben 
 
Durch Quantifizierung der RLEP Kopienzahl, wie unter 3.3.6.1.1. beschrieben, konnte gezeigt 
werden, dass die Bakterienlast in RLEP qPCR (DNA) positiven, aber 16S rRNA RT-qPCR (RNA) 
negativen Proben sehr gering war und unterhalb der Nachweisgrenze der 16S rRNA RT-qPCR 
von 3 M. leprae Genomäquivalenten (siehe 4.1.2.2.) lag (Tabelle 31. DNA positive, RNA 
negative Proben). 
 
Patient  RLEP qPCR (Ct)  RLEP Kopien pro 
DNA Extrakt  
(100 µl)1) 
Bakterienlast  
(in 2µl)2) 
T.A.MB.005 Positiv (35,37) 100 0,067 
T.A.MB.006 Positiv (35,67) 81 0,054 
T.S.MB.007 Positiv (37,89) 21 0,014 
T.T.MB.017 Positiv (28,83) 34 0,023 
T.T.MB.018 Positiv (34,41) 140 0,093 
Tabelle 31. DNA positive, RNA negative Proben. 1) Quantifizierung der RLEP Kopien in 2µl 
„template“: x = (Ct − b)/m (x = Log unbekannte Zahl der RLEP Kopien, m = Steigung, b = y-
Achsenabschnitt; wie unter 3.3.6.1.1. beschrieben). 2) Die Bakterienlast in Genomäquivalenten 
in Nasenschleimhautabstrichen wurde bestimmt unter der Annahme von 30 RLEP Kopien 
(durchschnittliche Anzahl in den togoischen Proben) pro M. leprae Genom. 
 
 
4.3. Qualitätskontrolle 
4.3.1. Genotypisierung mittels DNA Sequenzierungen 
Zur Qualitätskontrolle wurden M. leprae Gesamt-DNA Extrakte der 15 RLEP qPCR positiven 
Patienten wie unter 3.3.4 beschrieben mittels konventioneller, Gel-basierter RLEP PCR 
amplifiziert und sequenziert. Hiervon ergab die BLASTn-Analyse (PubMed) der togoischen M. 
leprae Isolate bei 15/15 Patienten (100%) die M. leprae spezifische RLEP 2,3 und 4 Sequenz. 
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4.3.2. Interne Positivkontrolle, Positivkontrolle und Negativkontrolle 
 
Während der qPCR Testungen wurden die internen Positivkontrollen durch RLEP-, TTC- und 
16S rRNA (RT) qPCR positiv getestet und somit eine Inhibition ausgeschlossen. Alle 
Positivkontrollen wurden positiv getestet und Negativkontrollen negativ.  
 
 
4.3.2.1. Ausschluss einer Kontamination der DNA und RNA Extraktion 
 
Eine Kontamination während der DNA Extraktion konnte durch 100% negative Testungen der 
Extraktionskontrollen mittels RLEP- und TTC- qPCR ausgeschlossen werden. Die wD-cont. 
Proben der RNA Extrakte wurden mittels 16S RT-qPCR zu 100% negativ getestet, womit eine 
DNA Kontamination der reversen Transkription ausgeschlossen werden konnte. 
 
 
4.3.2.2. Qualitätskontrolle der RNA Extraktion und Transkription mittels Nachweis der 
humanen GAPDH mRNA 
 
Neben dem Mitführen einer Kontrolle zum Ausschluss einer Kontamination während der 
reversen Transkription wurden alle 16S rRNA RT-qPCR negativ getesteten Proben der GAPDH 
mRNA qPCR zur Kontrolle der RNA Extraktion zugeführt. 
Von 27 16S rRNA negativ getesteten cDNA Extrakten in RNAlater, wurden 22 Proben (81%) 
mittels GAPDH mRNA qPCR positiv getestet (im Anhang: Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der 
klinischen Validierung). Hiermit konnte gezeigt werden, dass die RNA Extraktion in den GAPDH 
mRNA qPCR positiv getesteten Proben erfolgreich war, wohingegen die RNA Extraktion der 5 
GAPDH mRNA qPCR negativ getesteten Proben (T.A.MB.001.NR.R, T.T.MB.016.NR.R, 
T.T.MB.016.NL.R, T.T.MB.017.NR.R, T.T.MB.017.NL.R) nicht erfolgreich war und somit auch 
die negative 16S rRNA RT-qPCR Testung dieser Proben erklärt.  
Bezogen auf die Patienten wurden insgesamt 5/15 (33,3%) laborbestätigte (RLEP qPCR 
positiven) Lepra-Patienten mittels 16S rRNA RT-qPCR negativ getestet (T.A.MB.005, 
T.A.MB.006, T.S.MB.007, T.T.MB.017, T.T.MB.018), wobei 5/5 MB-Patienten (100%) GAPDH 
mRNA qPCR positiv getestet wurden (im Anhang: Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen 
Validierung). Dies bedeutet, dass die RNA Extraktion bei 5/5 (100%) Patienten erfolgreich war 
und nicht als Grund für die negativ getesteten Proben angeführt werden kann. Vielmehr ist 
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als Ursache für diese negativ getesteten Proben die unter 4.2.4.5 erläuterte geringe 
Bakterienlast unterhalb der Nachweisgrenze der 16S rRNA RT-qPCR anzunehmen. 
 
 
4.3.2.3. Qualitätskontrolle der DNA Extraktion mittels Nachweis der humanen GAPDH  
 
Neben dem Mitführen einer Kontrolle zum Ausschluss einer Kontamination während der DNA 
Extraktion wurden alle RLEP und TTC qPCR negativ getesteten Proben der GAPDH qPCR zur 
Kontrolle der DNA Extraktion zugeführt. 
Im Transportmedium CLS wurden 13 DNA Extrakte sowohl mittels RLEP, als auch TTC qPCR 
negativ getestet und daher der GAPDH qPCR zugeführt. Alle DNA Extrakte aus CLS (13/13, 
100%) wurden positiv getestet, womit die DNA Extraktion erfolgreich war und somit keinen 
Grund für die negative Testung dieser Proben mittels RLEP und TTC qPCR darstellt (im Anhang: 
Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung). Bezogen auf die Patienten wurden in 
dem Transportmedium CLS insgesamt 5/20 (25%) sowohl mittels RLEP als auch TTC qPCR 
negativ getestet (T.T.MB.012, T.T.MB.014, T.T.MB.016, T.T.MB.019, T.T.MB.020), wobei 5/5 
Lepra-Patienten (100%) mittels GAPDH qPCR positiv getestet wurden und die DNA Extraktion 
aus CLS somit erfolgreich war. 
Im Transportmedium TLS wurden 19 DNA Extrakte sowohl mittels RLEP, als auch TTC qPCR 
negativ getestet und daher der GAPDH qPCR zugeführt. Hier konnten 18/19 (94,7%) DNA 
Extrakte in TLS mittels GAPDH qPCR positiv getestet werden (GAPDH qPCR negativ getestete 
Probe: T.T.MB.014.NL.T). Bezogen auf die Patienten wurden insgesamt 9/20 (45%) sowohl 
mittels RLEP als auch TTC qPCR negativ getestet (T.A.MB.001, T.A.MB.004, T.A.MB.006, 
T.S.MB.007, T.T.MB.012, T.T.MB.014, T.T.MB.016, T.T.MB.019, T.T.MB.020), wobei 9/9 Lepra-
Patienten (100%) mittels GAPDH qPCR positiv getestet wurden und die DNA Extraktion aus 
TLS somit erfolgreich war.   
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5. Diskussion 
 
5.1. Durchführung der Studie „Molecular Diagnosis of Leprosy“ (MDL)  
 
Weltweit stagniert der Abfall der Lepra-Inzidenz mit über 200 000 Neuerkrankungen jährlich, 
wobei 96% der Fälle in nur 22 hochendemischen Ländern auftreten, welche von der WHO als 
Schwerpunktländer (engl.: „priority countries“) bezeichnet werden: Indien, Brasilien, 
Indonesien, Demokratische Republik Kongo, Bangladesch, Nepal, Äthiopien, Myanmar, 
Nigeria, Tansania, Philippinen, Sri Lanka, Madagaskar, Sudan, Elfenbeinküste, Angola, 
Ägypten, Mosambik, Südsudan, Komoren, föderierte Staaten von Mikronesien, Kiribati. 
Hierbei stammen 80% der gemeldeten Fälle aus Indien, Brasilien und Indonesien. (35) Der 
Anteil der weltweiten Neuerkrankungen in Afrika beträgt 9,7%, Togo zählt hierbei mit 
durchschnittlich 100 Neuerkrankungen pro Jahr zu den niedrig endemischen Ländern. (28) 
(35) 
Die Anzahl der Grad 2 Behinderungen, welcher als Indikator für den Erfolg der Lepra-
Kontrollmaßnahmen verwendet wird, konnte noch nicht auf das von der WHO angesetzte Ziel 
von weniger als eins pro eine Million gesenkt werden. (88) Der Anteil an Kindern unter den 
Neuerkrankungen, als Indikator einer anhaltenden Transmission, betrug in Afrika im Jahr 2017 
9,5% und weltweit 8,1% und bleibt somit ebenfalls weit hinter den festgelegten WHO Zielen 
zurück. (35) (36) Im Rahmen der Transmission werden Träger von Leprabakterien ohne 
klinische Symptomatik unter den Kontaktpersonen, neben unbehandelten Lepraerkrankten 
(67) (68), als eine bedeutende Infektionsquelle erachtet. (11) (67) (74)  
Vor dem Hintergrund nahezu gleichbleibender Prävalenz- und Inzidenzraten und der 
anhaltenden M. leprae Transmission, empfehlen die WHO und ILEP innovative Ansätze zur 
frühzeitigen Diagnose und Behandlung. Die Untersuchung der HHCs und eine mögliche 
präventive antimykobakterielle Behandlung stellen hier wichtige Kernpunkte dar. (11) (27) 
(37) (78) (79) (156) (173) Zur Durchsetzung dieser Ziele wird von vielen Autoren die 
Entwicklung neuer molekularer Tests empfohlen, wodurch sowohl unbehandelte Patienten 
frühzeitig diagnostiziert als auch M. leprae Träger ohne klinische Manifestation identifiziert 
werden können. (37) (65) (67) (80) (173) 
 
Bis zum Jahr 2012 bestand die Leprakontrolle in Togo aus einer passiven Fallfindung. Aufgrund 
begrenzter Ressourcen wurden slit-skin-smears und eine anschließende AFB-Mikroskopie 
nicht durchgeführt, stattdessen orientierte sich die Diagnosestellung ausschließlich an den 
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klinischen Manifestationen. (174) Diese überwiegend klinische Orientierung führt häufig zu 
einer späten Diagnosestellung, aber auch zu zahlreichen falschen Diagnosen. (53) (57) (60) 
(61) 
Um in Togo eine frühzeitige Diagnose der Lepra zu ermöglichen und so dem Problem der 
anhaltenden Transmission zu begegnen, wurde von der AITM das Projekt „Molecular 
Diagnosis of Leprosy“ (MDL) in Kooperation mit der DAHW ins Leben gerufen. Als 
Grundvoraussetzung waren im INH in Togo bereits Laborkapazitäten und geschultes 
Laborpersonal durch vorausgegangene Projekte zum Buruli Ulkus vorhanden und die 
Durchführung von Routine PCRs zur Detektion von M. ulcerans etabliert. (175) Konkret sollten 
primär PCR basierte Tests zur Detektion von M. leprae DNA und RNA in Endemiegebieten 
entwickelt und evaluiert werden. Durch die PCR ist ein definitiver Nachweis auch sehr geringer 
Bakterienlasten möglich, so können Patienten diagnostiziert und auch M. leprae Träger ohne 
klinische Manifestation identifiziert werden. Als Ansatz unserer Arbeitsgruppe bietet die 
Identifikation von Trägern des Bakteriums mittels DNA Nachweis die Möglichkeit, das 
individuelle Erkrankungsrisiko durch eine prophylaktische Behandlung zu senken. Zum 
anderen können Träger viabler M. leprae, bei denen ein hohes Risiko besteht die Erkrankung 
zu übertragen, sowohl unter unbehandelten Patienten als auch unter Bakterienträgern ohne 
klinische Symptomatik, gezielt identifiziert werden. Zielgerichtete, therapeutische 
Interventionen bei Patienten sowie prophylaktisch-therapeutische Interventionen bei 
Bakterienträgern ohne klinische Symptomatik vermögen das Transmissionsrisiko zu senken. 
Quantifizierung der individuellen Bakterienlast ermöglicht des weiteren Rückschlüsse auf das 
Übertragungsrisiko von Patienten und M. leprae Trägern sowie auf das individuelle 
Erkrankungsrisiko von Bakterienträgern ohne klinische Symptomatik. Informationen über 
bakterielle Viabilität und Bakterienlast ermöglichen zudem gezielte, intensivierte 
Umfelduntersuchungen bei potentiellen Hochrisikotransmittern. 
 
Als Zielsequenzen, zur DNA und RNA Detektion, wurden in dieser Studie die lepraspezifischen 
Elemente RLEP, TTC und 16S rRNA ausgewählt (siehe 1.7.). Anhand klinischer Proben aus Togo 
wurde eine kombinierte RLEP/TTC qPCR zum DNA Nachweis und eine 16S rRNA RT-qPCR zur 
Detektion von RNA evaluiert. Außerdem wurden verschiedene Transportmedien zur 
Konservierung der Erreger aus Nasenabstrichen (einer gering invasiven Methode, erstmals für 
M. leprae RNA zur Probengewinnung verwendet) und unterschiedliche Methoden zur 
Extraktion von M. leprae DNA und RNA untersucht und verglichen. Hierbei wurde die 
kombinierte DNA/RNA Extraktion am INH durchgeführt. Die DNA Extraktion erfolgte in der 
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AITM. Aufgrund der Validierungsergebnisse dieser Arbeit wurde im weiteren Studienverlauf 
und im Rahmen von Folgestudien, zur Identifizierung von Lepra-Patienten und M. leprae 
Trägern ohne klinische Manifestation, der RLEP Assay zum DNA Nachweis aus dem 
Transportmedium CLS und die 16S rRNA qPCR zum RNA Nachweis aus RNAlater angewandt.  
Im Rahmen der passiven Fallfindung konsultieren Patienten auch bei seit Monaten oder 
Jahren bestehenden klinischen Symptomen oftmals erst spät einen Arzt, sodass die frühe 
Diagnosestellung und Behandlung erschwert wird und zu einer anhaltenden Transmission 
führt. Die anhaltende Übertragung von M. leprae spiegelt sich auch in Togo in dem konstant 
hohen Anteil an Kindern unter den Neuerkrankungen wieder, konkret lag der Anteil bei 8,0% 
im Jahr 2009 und noch bei 6,1% im Jahr 2016. (28) So wurde während des Studienzeitraums 
erfolgreich eine aktive Fallfindung wie unter 3.3.7.2. beschrieben etabliert, welche auch in 
Folgestudien der eigenen Arbeitsgruppe in der AITM und in Togo Anwendung findet. Unter 
den in dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten befanden sich keine Kinder unter 15 Jahren. 
 
 
5.2. Aussagekraft, Zuverlässigkeit und Anwendung der qPCR Diagnostik 
5.2.1. Kombinierte RLEP/TTC qPCR 
Da die vorwiegende Anwendung klinischer Kriterien in der Lepradiagnostik (siehe 1.5 und 1.7) 
zu zahlreichen falschen Diagnosen führt, (53) (60) (61) stellt der Nachweis von DNA mittels 
qPCR Technik ein wichtiges Instrument bei schwer zu diagnostizierenden Fällen dar und bietet 
die Möglichkeit, auch Personen mit geringer Bakterienlast, mit oder ohne klinischem Korrelat, 
sicher zu detektieren. (11) (63) (97) (72) (81) Zudem bringt die qPCR Technik den 
mikrobiologischen Aspekt, welcher auch ein Bestandteil der Ridley und Jopling Klassifikation 
ist, zurück in die Lepradiagnostik. (2) (46) 
 
In dieser Arbeit wurden zum Nachweis von M. leprae DNA die repetitiven Elemente RLEP und 
TTC ausgewählt, welche ausschließlich im Lepra-Genom vorkommen. Erstmals konnte eine 
RLEP und TTC qPCR für die Untersuchung von Nasenschleimhautabstrichen entwickelt und 
validiert werden. Von 20 klinisch diagnostizierten MB Lepra-Patienten wurden insgesamt 75% 
(15/20) mittels RLEP qPCR aus DNA Extrakten von gering invasiven Nasenabstrichen positiv 
getestet. Die Testung dieser Proben mittels TTC qPCR ergab mit 45% (9/20) positiv getesteten 
Patienten keinen diagnostischen Zugewinn. Folglich wurde im weiteren Studienverlauf nur die 
RLEP qPCR zur Diagnostik verwendet.  
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Im Hinblick auf die in dieser Arbeit etablierten RLEP qPCR wurde die analytische Sensitivität 
anhand des LOD bestimmt und ergab 3 Kopien, was der theoretisch kleinstmöglichen 
Kopienzahl entspricht (siehe 3.3.6.1.2.). Da die Zielsequenz RLEP im Durchschnitt 30-fach pro 
M. leprae vorkommt, erfolgte die Umrechnung in Genomäquivalente (siehe 4.1.2.2.). Für die 
RLEP qPCR entsprach das LOD von 3 Kopien somit 0,1 M. leprae Genomäquivalenten. Mit der 
von Truman et al. entwickelten RLEP qPCR konnten Proben sicher positiv getestet werden, 
welche mehr als 300 Bakterien enthielten. (114) Durch die Optimierung der Konzentration 
von Primern, Sonde und qPCR Mix (siehe 3.3.5.1.) konnte die Sensitivität der in dieser Arbeit 
etablierten qPCR im Vergleich deutlich auf 0,1 M. leprae Genomäquivalente verbessert 
werden. (114) In anderen Studien variierte die Sensitivität der RLEP qPCR in Abhängigkeit von 
verschiedenen Probenmaterialien zwischen 58% und 81%, wobei die höchste Sensitivitätsrate 
bei einer Untersuchung von Hautbiopsien mittels RLEP qPCR in Brasilien erzielt wurde. (62) 
(98) (103) Auch in der klinischen Validierung dieser Arbeit konnte eine ähnlich gute Sensitivität 
von 75% (15/20 Patienten) unter Verwendung von Nasenschleimhautabstrichen erzielt 
werden. Trotz der großen Variabilität des verwendeten Probenmaterials und des klinischen 
Umfeldes in den unterschiedlichen Studien wurde RLEP in einer systematischen 
Übersichtsarbeit von Tatipally et al. als sensitivster Marker zur Detektion von M. leprae 
beschrieben. (98)  
 
Die Spezifität der RLEP qPCR für die Testung von Nasenschleimhautabstrichen betrug in dieser 
Arbeit 100%. Auch die Effizienz, Intraassay und Interassay Variabilität erfüllten die in den 
MIQE guidelines geforderten Kriterien (siehe 3.4.1.4.). (162) Martinez et al. ermittelten bei 
der Testung von Hautbiopsien mittels RLEP qPCR eine Sensitivität von 91,5% und Spezifität 
von 73,3%. Zu beachten ist hierbei, dass in dieser Studie eine Multiplex-PCR zur simultanen 
Detektion zweier Gentargets verwendet wurde. Als Probenmaterial wurden gefrorene 
Paraffinblöcke verwendet, weshalb zudem eine DNA Degeneration nicht ausgeschlossen 
werden kann. (62) Ähnliche Sensitivitätsraten von 89,2% bei MB Patienten und 80,3% bei PB 
Patienten wurden auch von Banerjee et al. für eine Multiplex-PCR anhand von Stanzbiopsien 
in einer Studie aus Indien ermittelt. (110) Tatipally et al. konnten zeigen, dass durch 
Verwendung einer Multiplex-PCR deutlich höhere Sensitivitätsraten von bis zu 93% erzielt 
werden konnten. (98) (104) Auch in dieser Arbeit wurde daher die RLEP qPCR mit einer TTC 
qPCR kombiniert.  
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Im Hinblick auf die TTC qPCR ergab die Bestimmung des LOD 5 Kopien, was 5 M. leprae 
Genomäquivalenten entspricht. Der Test war zu 100% M. leprae spezifisch und die Intraassay 
und Interassay Variabilität entsprachen ebenfalls den in den MIQE guidelines geforderten 
Kriterien (siehe 4.1.4.). (162) Da zuvor noch keine TTC qPCR beschrieben wurde, müssen hier 
zum Vergleich Daten konventioneller PCR-Verfahren herangezogen werden: Shin et al. 
entwickelten eine PCR mit einer, wie auch in dieser Arbeit ermittelten, Spezifität von 100%. 
(129) Eine von Banerjee et al. entwickelte konventionelle RLEP/TTC Multiplex-PCR wies eine 
Sensitivität von 89,2% an „slit skin smears“ auf, wohingegen in der klinischen Validierung an 
Nasenschleimhautabstrichen dieser Arbeit eine Sensitivität von 45% (9/20 positiv getestete 
Patienten) vorlag. Nicht auszuschließen ist jedoch, dass die Ergebnisse von Barnejee et al. 
besonders auf eine gute Performance der RLEP Komponente zurückzuführen sind. (73) 
Es bestand eine große Diskrepanz in der Analyse von Proben der technischen und klinischen 
Validierung mittels qPCR. Die analytische Sensitivität, Intraassay und Interassay Variabilität 
wurden anhand von Plasmid-Standards bestimmt, welche von togoischen M. leprae gesamt 
DNA Extrakten generiert wurden. Die Validierung der TTC qPCR wurde mittels 160 klinischer 
Proben aus Togo durchgeführt. Während die Sensitivität, Intraassay und Interassay 
Variabilitätstestungen eine sehr gute Effizienz des Testverfahrens nachwiesen, konnte dies 
durch die Testung der klinischen Proben nicht bestätigt werden. Hier konnten lediglich 45% 
(9/20 Patienten) positiv getestet werden. Eine mögliche Erklärung könnte eine große 
Heterogenität des DNA Abschnittes in den togoischen Lepraproben darstellen, wodurch die 
Anlagerung von Primern und Sonde erschwert und eine effiziente Amplifikation nicht möglich 
wird (siehe auch 5.3.). Eine weitere Erklärung stellen Sekundärstrukturen der genomischen 
DNA im TTC Abschnitt dar, wodurch eine effiziente Amplifikation, also die Verdopplung der 
Amplifikate pro Zyklus, erschwert wurde. (162) (176) Sekundärstrukturen erklären auch die 
Ergebnisse des „copy number variation assays“, der aufgerundet eine TTC Kopie pro 
togoischem M. leprae Genom aufwies. Die Zahlen variierten zwischen 0,5 und 0,76 - nicht 
jedes M. leprae Genom konnte also während der qPCR amplifiziert werden. Auch steht die 
ermittelte Anzahl der TTC-Kopien in starkem Kontrast zu den in der Literatur beschriebenen 
Zahlen zwischen 8 und 37 Kopien aus Humanisolaten. (129) (136) (138) 
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5.2.2. RNA basierter Viabilitätsnachweis 
Während eine qPCR lediglich das Vorhandensein von M. leprae DNA nachweist, detektiert der 
RNA basierte Viabilitätsnachweis lebende, sich replizierende Mykobakterien. Diese Methode 
kann somit auch zum Behandlungsmonitoring und zur Identifizierung von M. leprae Trägern 
ohne klinische Manifestation eingesetzt werden. (11) (62) (63) (177) Araujo et al. konnten in 
einer Untersuchung von Kontaktpersonen zeigen, dass der Nachweis von M. leprae DNA in 
Nasenabstrichen und nasalen Biopsien mit einem erhöhten Risiko korrelierte klinische 
Manifestationen der Lepra zu entwickeln. In dieser Arbeit postulieren die Autoren, dass der 
Eintritt von M. leprae über die oberen Atemwege (insbesondere die Nase) den ersten Schritt 
der Infektion darstellt und hierauf folgend die zellvermittelte und humorale Immunantwort 
aktiviert wird. Auf diesem Wege infizierte Zellen gelangen wiederum in die Blutbahn und 
werden so an die bevorzugten Gebiete, wie Myelin-produzierende Schwann-Zellen, 
transportiert. (69) Der Nachweis von M. leprae RNA in Nasenabstrichen wurde erstmals im 
Rahmen dieser Arbeit durchgeführt und bietet durch den Nachweis viabler Bakterien die 
Möglichkeit einer nicht invasiven Methode zur Identifizierung dieser Risikopersonen. 
 
In dieser Arbeit wurden Nasenschleimhautabstriche von Lepra-Patienten mittels 16S rRNA RT-
qPCR getestet. Von den 15 RLEP qPCR laborbestätigten MB Lepra-Patienten, wurden bei 
66,7% (10/15) der Patienten viable M. leprae nachgewiesen. Erstmalig wurde ein 
Viabilitätstest anhand klinischer, togoischer Lepraproben validiert und M. leprae RNA in nicht 
invasiven Nasenschleimhautabstrichen nachgewiesen. Zuvor wurde lediglich der Nachweis 
von 16S rRNA in Hautbiopsien mittels RT-qPCR beschrieben. 
 
Die Bestimmung des LODs des RNA basierten Viabilitätsnachweises ergab drei 16S rRNA 
Kopien und liegt deutlich unterhalb des von Martinez et al. verwendeten Assays mit 30 
Kopien. (127) Durch Modifikation der Hybridisierungssonde und Zusammensetzung der 
Konzentration von Primern, Sonde und qPCR Mix (siehe 3.3.5.2.) wurde diese Optimierung 
erzielt.  
Die Spezifität dieses RNA basierten Viabilitätstests betrug 100% für M. leprae, welche 
identisch mit der von Martinez et al. und Rudeeaneksin et al. beschriebenen RT-PCR ist. (111) 
(127) 
 
Da eine Kultivierung von M. leprae in vitro nicht möglich ist, besitzt das Mausmodell aktuell 
noch immer Relevanz in der Resistenztestung und dem Viabilitätsnachweis (siehe 1.1.). (7) (8) 
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Der im Rahmen dieser Arbeit etablierte RNA Assay stellt eine Alternative zur 
Viabilitätskomponente des Mausmodells dar. Aufgrund der guten Ergebnisse in der klinischen 
Validierung wurde der Test im weiteren Studienverlauf verwendet. In Kombination mit einer 
Quantifizierung der individuellen Bakterienlast wird so die Überwachung des 
Therapieverlaufes möglich. Zudem können Rückschlüsse auf das Übertragungs- und auch 
Erkrankungsrisiko gezogen werden. Denn je höher die Bakterienlast viabler Bakterien, desto 
größer ist sowohl das Risiko eines M. leprae Trägers ohne klinische Manifestation selbst zu 
erkranken als auch das Risiko eines Patienten oder M. leprae Trägers ohne klinische 
Manifestation ein effizienter Überträger zu sein. (11) (127) (140)  
 
 
5.2.3. Transportmedien für optimale Probenqualität  
Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Transportmedien zur Konservierung von M. 
leprae DNA (CLS, TLS) und RNA (RNAlater, PANTA) verwendet und anschließend evaluiert. 
Insgesamt konnten die besten qPCR Ergebnisse bei DNA Extrakten des Transportmediums CLS 
(siehe 4.2.4.1.1, 4.2.4.2.1) und bei RNA Extrakten in RNAlater (siehe 4.2.4.4.1) erzielt werden, 
sodass diese Puffer auch im weiteren Verlauf des Forschungsprojektes MDL und in 
Folgeprojekten zur Konservierung von M. leprae DNA und RNA verwendet wurden. 
Aufgrund des fehlenden diagnostischen Zugewinns der DNA Extraktion aus dem 
Transportmedium RNAlater, empfiehlt sich zudem die alleinige, kostengünstigere und 
schnellere RNA Extraktion, was auch in Folgestudien so umgesetzt wurde.  
 
Durch die Testung zweier Nasenabstriche konnte in dem Transportmedium CLS ein 
zusätzlicher diagnostischer Gewinn von 20% für die RLEP qPCR und 37,5% für die TTC qPCR 
erzielt werden. Auch in dem Transportmedium RNAlater konnte durch die Abnahme von 
Schleimhautabstrichen aus beiden Nasenlöchern ein diagnostischer Zugewinn von 55,6% für 
die 16S rRNA RT-qPCR erzielt werden, weshalb die Abnahme von Abstrichen aus beiden 
Nasenlöchern weiterhin in Folgestudien Anwendung fand. 
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5.2.4. Negativ getestete Patienten 
Durch die qPCR Diagnostik konnten fünf klinisch diagnostizierte MB Lepra-Patienten (5/20; 
25%) in keiner der getesteten Proben, weder DNA noch RNA, positiv getestet werden. Die 
Testung dieser Patientenproben mittels GAPDH qPCR war positiv, womit ein Fehler während 
der Extraktion ausgeschlossen werden konnte. Eine mögliche Ursache für die negative 
Testung stellt hingegen der Probentransport oder die Art und Dauer der Lagerung dar. Zur 
Probenentnahme mussten die geschulten Teams oft längere Strecken auf unbefestigten 
Straßen zurücklegen, wodurch die Proben möglicherweise nicht immer in aufrechter Position 
gelagert wurden und somit die Abstrichtupfer nicht kontinuierlich mit den Transportmedien 
bedeckt waren. Eine weitere Ursache für die M. leprae negativ getesteten Patienten könnte 
die Patientenrekrutierung, basierend auf der klinischen Diagnose Lepraerkrankter, darstellen. 
Diese Methode ist stark von der subjektiven Erfahrung und Einschätzung des Untersuchers 
abhängig und schließt nicht sicher aus, dass den vorhandenen Hautläsionen eine andere 
Ursache zu Grunde liegt.  
Außerdem bleibt unklar, welche Rolle verschiedene Umweltfaktoren in der Transmission 
spielen und über welchen Zeitraum M. leprae in den Schleimhäuten vorhanden ist. Eine Studie 
von Lavania et al. weist darauf hin, dass das Vorkommen von M. leprae DNA in 
Nasenabstrichen von saisonalen Gegebenheiten beeinflusst wird. So konnten bei 
Kontaktpersonen höhere Positivitätsraten in der RLEP PCR bei höherer Luftfeuchtigkeit und 
niedrigeren Temperaturen detektiert werden. (65) Und auch Argaw et al. postulieren, dass M. 
leprae häufiger in der geeigneten Mikroumgebung, wie beispielsweise feuchten Böden, 
vorkommt. (178) In Togo herrscht ganzjährig tropisch-feuchtes Klima. Im Süden gibt es zwei 
Regenzeiten pro Jahr von April bis Juni und von September bis November, im Norden hingegen 
dauert die Regenzeit von Mai bis November an. (179) Somit kann eine Beeinflussung der in 
dieser Arbeit ermittelten Positivitätsraten durch die klimatischen Bedingungen in Togo auch 
nicht ausgeschlossen werden. Um saisonale und umweltbedingte Einflussfaktoren auf den 
Trägerstatus von M. leprae DNA und RNA (also lebenden Mykobakterien) in der 
Nasenschleimhaut genauer zu evaluieren, sind weitere longitudinale Studien nötig. Konkret 
wäre die Durchführung einer prospektiven Kohorten-Studie über mindestens fünf Jahre 
sinnvoll, um jegliche klimatische Gegebenheiten eines Landes abzudecken. Hierbei sollte zu 
definierten Zeitpunkten der Trägerstatus von Patienten und Kontaktpersonen untersucht und 
mit den jeweiligen klimatischen Verhältnissen korreliert werden. Hierdurch könnten 
außerdem Rückschlüsse gezogen werden, ob und über welchen Zeitraum negative Testungen 
wiederholt werden sollten. 
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Von den 15 M. leprae DNA positiv getesteten Patienten wurden 10 Patienten auch RNA positiv 
getestet. Die 5 DNA positiven, aber RNA negativen Patienten wurden mittels GAPDH mRNA 
qPCR positiv getestet, womit die RNA Extraktion erfolgreich war und keinen Grund für die 
negative Testung der Proben darstellt. Vielmehr konnte durch Quantifizierung der RLEP 
Kopienzahl gezeigt werden (wie unter 4.2.4.5. beschrieben), dass diese mit weniger als einem 
Bakterium (in 2 µl eingesetztem Material) unterhalb der Nachweisgrenze des Viabilitätsassays 
lagen (LOD von 3 Kopien). Zum Zeitpunkt der Probenentnahme war die Bakterienlast in der 
Nase dieser Lepra-Patienten also zu gering um RNA nachzuweisen.  
Außerdem wurde, zum Ausschluss einer zu langen Lagerung oder einer verzögerten 
Bearbeitung der klinischen Proben, für den weiteren Studienverlauf ein Lagerungsprotokoll 
(im Anhang: Abbildung 9. Lagerungsprotokoll) zur Dokumentation der Daten der 
Probenentnahme, Ankunft am INH, Extraktion und Versand an die AITM erstellt. 
 
 
5.2.5. Vergleich der RLEP und TTC Kopienzahlen mit anderen Untersuchungen 
Die Analyse von M. leprae Genomen unterschiedlicher geographischer Herkunft weist eine 
ungewöhnlich hohe Konkordanz der Nukleotidsequenzen von bis zu 99,9% auf. Dennoch ist 
es möglich, anhand bestimmter Marker (engl.: „variable number of tandem repeats“, VNTR; 
engl.: „single nucleotide polymorphisms“, SNP) unterschiedliche M. leprae Genotypen und 
Stämme zu unterscheiden. (18) (129) (180) Eine molekulare Typisierung von M. leprae 
Stämmen kann auch zum besseren Verständnis der Transmissionsquelle und Dynamik der 
Lepra beitragen. Hierzu werden VNTRs mit einer breiten allelischen Diversität als sinnvolle 
Instrumente zur Analyse von Transmissionsmustern in einer Gemeinschaft angesehen, (181) 
(182) während VNTRs und SNPs mit einer geringen allelischen Vielfalt vor allem dazu 
verwendet werden können, die globale Verteilung der M. leprae Genotypen nachzuvollziehen. 
(183) (184) (185) Daten einer molekularen Typisierung von togoischen M. leprae Stämmen 
sind bis dato noch nicht vorhanden.  
 
Für das lepraspezifische Element RLEP wurden in Studien Kopienzahlen zwischen 19 und 37 in 
verschiedenen geographischen Gebieten nachgewiesen. (114) (115) In dieser Arbeit ergab die 
Berechnung der RLEP-Kopienzahl pro togoischem M. leprae Genom durchschnittlich n = 30, 
mit einem Maximum von n = 36 und Minimum von n = 25 RLEP Kopien, wobei die Kopienzahl 
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nur in Proben verschiedener Patienten variierte, nicht aber innerhalb unterschiedlicher 
Proben eines Patienten.  
Unklar bleibt, ob die RLEP Kopienzahl - neben geographischen Unterschieden - nach 
stattgefundener Infektion stabil bleibt. (129) Studien über Verhalten und Stabilität der RLEP 
Wiederholungen vor, während und nach einer Infektion sind zur endgültigen Klärung dieser 
Fragestellung notwendig.  
 
VNTR Analysen der repetitiven TTC Sequenz innerhalb einer Population variierten zwischen 
10-37 Kopien auf den Philippinen (129), 15-20 in Indien (186) und 8-37 Kopien in Thailand. 
(138) (187) Die Berechnung der TTC Kopienzahl dieser Arbeit ergab pro togoischem M. leprae 
Genom eine Kopie und deckte sich nicht mit den Ergebnissen der genannten Studien. 
Aufgrund der unter 5.2.1. erläuterten Schwierigkeiten der TTC Amplifizierung aus klinischen 
Proben muss jedoch davon ausgegangen werden, dass die Ergebnisse nicht die tatsächlich in 
den Proben vorhandene Anzahl an TTC Wiederholungen darstellen und dieser Wert 
tatsächlich höher liegt.  
 
 
5.2.6. Anwendung in der AITM zur Lepradiagnostik in Deutschland  
Während meiner Forschungstätigkeit am Tropeninstitut in München von April bis Oktober 
2012 konnte bei zwei Patienten, welche mit lepratypischen Hautveränderungen in der 
Ambulanz vorstellig wurden, mittels der hier beschriebenen Testverfahren M. leprae DNA 
nachgewiesen werden. 
Bei einem 43-jährigen männlichen MB Lepra-Patienten pakistanischer Herkunft wurde mittels 
RLEP qPCR M. leprae in Nasenschleimhautabstrichen (Transportmedium CLS) nachgewiesen 
und durch anschließende DNA Sequenzierung bestätigt. Die TTC qPCR und 16S rRNA RT-qPCR 
Ergebnisse waren zu diesem Zeitpunkt negativ. Fünf Jahre nach Abschluss einer adäquaten 
medikamentösen Therapie, wurden die von mir entwickelten Tests zur Diagnostik eines Lepra-
Rezidives bei diesem Patienten verwendet.  
Bei einer 26-jährigen weiblichen Patientin indischer Herkunft mit klinischen Symptomen einer 
PB Lepra konnte M. leprae in Stanzbiopsien zweier Hautläsionen (im Transportmedium CLS) 
per RLEP qPCR nachgewiesen werden. Die TTC qPCR und 16S rRNA RT-qPCR waren negativ. In 
den zum gleichen Zeitpunkt abgenommenen Nasenschleimhautabstrichen konnte durch 
keines der Testverfahren M. leprae DNA oder RNA nachgewiesen werden. Eine deutlich 
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höhere Bakterienlast in Nasenschleimhaut- und Wangenabstrichen der MB Patienten, 
verglichen mit PB Patienten, stellt eine mögliche Erklärung dieser Ergebnisse dar. (83) (92) Der 
Fall wurde von mir im Juli 2012 auf dem Infektionskolloquium der LMU München vorgestellt.  
 
In der AITM wurde die RLEP qPCR und der RNA Viabilitätstest validiert und als fester 
Bestandteil der diagnostischen Leistungen etabliert. Klinische Proben sowohl aus der 
Institutsambulanz als auch aus ganz Deutschland werden mittels dieser Tests untersucht und 
der Viabilitätsassay bereits erfolgreich zum Behandlungsmonitoring nach MDT angewandt.  
 
 
5.3. Zukünftige Anwendung  
 
Unter tropischen Bedingungen ist zur Durchführung einer qPCR auf folgende Umstände zu 
achten: Einige Reagenzien müssen für den Transport zum Laboratorium (wie beispielsweise 
die reverse Transkriptase) auf Trockeneis transportiert werden. Eine technische Ausstattung 
mit Kühl- und Gefriermöglichkeiten ist zur Lagerung der Reagenzien nötig, gehört in 
Endemiegebieten jedoch nicht selbstverständlich zur Grundausstattung eines Labors. Ebenso 
sind teure „Real-Time“ PCR-Geräte in Endemiegebieten nur in Forschungszentren und 
Referenz-Laboratorien vorhanden (Tabelle 32. Vor- und Nachteile der RLEP qPCR und 16S 
rRNA RT-qPCR). Zudem muss eine konstante Stromversorgung sichergestellt sein, um ein 
Auftauen und erneutes Einfrieren der Reagenzien zu verhindern und technische Geräte 
zuverlässig betreiben zu können. In Togo sind diese erforderlichen Bedingungen gegeben.  
Unter Feldbedingungen in Togo zeigte die Testung von Nasenschleimhautabstrichen mittels 
RLEP qPCR und 16S rRNA RT-qPCR exzellente Ergebnisse. Sie stellen also eine geeignete 
Diagnosemöglichkeit für weitere Studien bezüglich der M. leprae Transmission und 
prophylaktischen Therapie dar. Studien konnten zeigen, dass eine Einzeldosis Rifampicin die 
Lepra-Inzidenz in der entsprechenden Bevölkerung und auch bei Kontaktpersonen signifikant 
über einen Zeitraum von zwei Jahren reduziert. (78) (79) Zur Anwendung der 
Chemoprophylaxe existieren verschiedene Ansätze: Zum einen die Behandlung aller 
Kontaktpersonen nach ausdrücklicher Zustimmung des Index-Patienten. (37) (78) (79) (80) 
(173) Zum anderen wird von der WHO die präventive Behandlung, beispielsweise einer 
ganzen Dorfgemeinschaft, als sogenannter „blanket approach“ empfohlen, wodurch auch die 
Stigmatisierung Lepraerkrankter vermieden werden kann. (88) Alternativ bieten die in dieser 
Arbeit etablierten molekularen Tests die Möglichkeit M. leprae Träger ohne klinische 
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Manifestationen zu identifizieren und deren individuelles Krankheitsrisiko – im Rahmen des 
Ansatzes unserer Arbeitsgruppe - durch eine prophylaktische Behandlung zu senken. 
Da unbehandelte Lepraerkrankte die bedeutendste Infektionsquelle im Übertragungsweg 
darstellen, bietet der RNA basierte Viabilitätsnachweis und die Quantifizierung der 
Bakterienlast zudem die Möglichkeit der Identifizierung von Personen mit hohem Potential 
zur Übertragung der Erkrankung und der Überwachung des individuellen Therapieverlaufs. 
(67) (68)  
 
Der technischen und klinischen Validierung der Testverfahren und deren Evaluation folgend, 
wurden die RLEP qPCR und der 16S rRNA RT-qPCR Viabilitätsassay am „Institut National 
d'Hygiène“ in Lomé, Togo implementiert. Jährlich etwa 100 neue Lepraverdachtsfälle können 
so in Togo mittels RLEP qPCR aus Nasenschleimhautabstrichen labordiagnostisch getestet und 
ggf. einer Viabilitätstestung unterzogen werden.  
Haushaltskontakte von MB Patienten wurden in einer Folgestudie der Arbeitsgruppe um Prof. 
Bretzel mittels RLEP qPCR und des RNA Viabilitätstests untersucht.  
In Ländern ohne Vorhandensein der notwendigen technischen Laborausstattungen können 
diese Tests nicht verwendet werden. Die Anwendung der PCR im Rahmen der Lepradiagnostik 
wird auch in den aktuellen Richtlinien der WHO routinemäßig nicht empfohlen. Dies ist 
vornehmlich zurückzuführen auf einen Mangel an Standardisierung, kommerziell nicht 
vorhandenen Tests und den oben beschriebenen technischen Schwierigkeiten bei der 
Durchführung einer PCR im Rahmen der medizinischen Grundversorgung vieler Länder. (88) 
(11) Aufgrund der unter 5.1. und 5.2. diskutierten Anwendungsmöglichkeiten der Tests und 
dem hiermit verbundenen Potential zur Senkung des Transmissionsrisikos, sollten die 
aktuellen WHO-Richtlinien unbedingt reevaluiert werden. 
Eine Möglichkeit den technischen Herausforderungen der PCR Diagnostik zu begegnen, bietet 
die Weiterentwicklung zu einer Trockenreagenz-qPCR zum DNA und RNA Nachweis. In Studien 
zum Buruli Ulkus konnte bereits durch Verwendung von Trockenreagenzien die PCR mit Hilfe 
lyophilisierter, temperaturstabiler Reagenzien erfolgreich an tropische Bedingungen adaptiert 
werden. (188) (189)  
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Vorteile 
- Die Testverfahren sind zu 100% M. leprae spezifisch und hoch sensitiv 
- Durch Quantifizierung der Bakterienlast können sowohl Rückschlüsse auf das 
Übertragungsrisiko von Patienten und M. leprae Trägern als auch auf das 
Erkrankungsrisiko von M. leprae Trägern gezogen werden 
- Informationen über die Viabilität und Bakterienlast machen eine gezielte und 
intensivierte Umfelduntersuchung bei potentiellen Hochrisikotransmittern möglich  
- Gute Anwendbarkeit in Feldstudien, da als Probenmaterial minimal invasive 
Nasenschleimhautabstriche verwendet werden 
 
Nachteile 
- Einzelne Reagenzien müssen auf Trockeneis zum Laboratorium transportiert 
werden, dies erschwert Anwendbarkeit in Endemiegebieten 
- Kosten von ca. 20€ pro Test und Vorhandensein einer Real-Time PCR Maschine 
Tabelle 32. Vor- und Nachteile der RLEP qPCR und 16S rRNA RT-qPCR  
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6. Zusammenfassung 
 
Die Lepra, durch das Bakterium Mycobacterium leprae hervorgerufen, ist eine chronische 
Erkrankung und manifestiert sich vor allem in der Haut und dem peripheren Nervensystem. 
Die Erkrankung umfasst verschiedene klinische Manifestationen, deren breites Spektrum 
zwischen der tuberkuloiden Verlaufsform (PB) und der lepromatösen Form (MB) variiert. Trotz 
guter Fortschritte zur Elimination der Lepra seit Einführung der MDT liegt der Anteil von Grad 
2 Behinderungen bei Diagnosestellung weltweit noch bei 5,8% - als Indikator für eine frühe 
Diagnose und Behandlung - und der Anteil an Kindern unter den Neuerkrankungen bei 8,1%, 
was auf eine fortlaufende M. leprae Transmission hindeutet. Aus diesem Grund stellen neue 
Ansätze zur frühzeitigen Diagnose und Behandlung von Lepapatienten, aber auch von 
Kontaktpersonen insbesondere multibazillärer Patienten, wichtige Kernpunkte zur Reduktion 
der Lepra-Inzidenz dar. In dieser Arbeit, welche im Rahmen des Forschungsprojektes 
„Molecular Diagnosis of Leprosy“ in Zusammenarbeit zwischen der AITM, der DAHWT und 
dem INH in Togo realisiert werden konnte, wurden daher sensitive molekulare Tests inklusive 
eines Viabilitätsnachweis zur Detektion von M. leprae validiert. Nach Evaluation der 
Ergebnisse konnte die RLEP qPCR zum DNA Nachweis und die 16S rRNA RT-qPCR als 
Viabilitätsassay erfolgreich im weiteren Studienverlauf etabliert werden. Als Probenmaterial 
wurden Nasenschleimhautabstriche erstmalig für den RNA Nachweis verwendet, sodass 
durch nicht invasive und einfache Probenentnahme auch eine Untersuchung von 
Leprapatienten und Kontaktpersonen potentieller M. leprae Träger möglich ist. Zudem 
wurden verschiedene Transportmedien zur Konservierung von M. leprae DNA (CLS, TLS) und 
RNA (RNAlater, PANTA) und vier unterschiedliche Extraktionsmethoden evaluiert, wobei die 
besten qPCR Ergebnisse mit Extrakten der Puffer CLS und RNAlater erzielt werden konnten, 
welche daher zur Konservierung von DNA und RNA auch in Folgestudien verwendet wurden. 
Die neuen Testmethoden zum Nachweis von M. leprae DNA bieten die Möglichkeit auch 
Patienten mit geringer Bakterienlast und klinisch schwer zu diagnostizierende Fälle früh zu 
detektieren. Auch können Kontaktpersonen untersucht und durch prophylaktisch-
therapeutische Interventionen von M. leprae Trägern ohne klinische Manifestation, deren 
individuelles Erkrankungsrisiko gesenkt werden. RNA basierter Viabilitätsnachweis und 
Quantifizierung der Bakterienlast ermöglichen die Überwachung des individuellen 
Therapieverlaufs sowie die Identifizierung von Personen mit hohem Potential zur Übertragung 
der Erkrankung, bei denen therapeutische bzw. prophylaktisch-therapeutische 
Interventionen einen wichtigen Beitrag zur Unterbrechung der Transmission von M. leprae 
und somit zur Reduktion der Lepra-Inzidenz darstellen.  
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8. Anhang  
 
 
Inaktivierung der 
Mykobakterien 
Inkubation der Proben bei 95°C für 15 min. und Abkühlung auf 
Raumtemperatur 
Zelllyse 1. Zugabe von 15µl Lysozym (10mg/ml) mit anschließender Inkubation 
bei 37°C für eine Stunde.  
2. Zugabe von 10µl Proteinase K (20mg/ml), mit folgender Inkubation 
für 4 Stunden bei 55°C. 
3. Inaktivierung von Proteinase K für 10 min. bei 95°C. 
Protein Präzipitation 1. Lagerung der Probe auf Eis für 5 min. 
2. Hinzugabe von 230µl „Protein Precipitation Solution“ (PPS) 
3. Erneute Lagerung auf Eis für 5 min. 
4. Zentrifugation für 5 min bei 13 000 rpm. 
DNA Präzipitation 1. Überführung des Überstandes in neues Reaktionsgefäß und Zugabe 
von 700µl Isopropanol (100%). 
2. Zentrifugation bei 13 000 rpm für 5 min. 
3. Verwerfen des Überstandes und Hinzugabe von 700µl Ethanol (70%). 
4. Zentrifugation bei 13 000rpm für 5 min und erneutes Verwerfen des 
Überstandes. 
5. Pellets bei Raumtemperatur in offenen Reaktionsgefäßen trocknen 
lassen.  
 
DNA Hydration 1. Zugabe von 100µl „DNA Hydration Solution“ 
2. Inkubation für 30 min. bei 65°C. 
Tabelle 33. Anleitung zur DNA Extraktion aus Transportpuffer CLS 
 
Inaktivierung der 
Mykobakterien 
Inkubation der Proben bei 95°C für 15 min. und Abkühlung auf 
Raumtemperatur 
Zelllyse Zugabe von 25µl Proteinase K mit folgender Inkubation für 30 min. bei 
50°C. 
DNA Extraktion 1. Zentrifugation bei 10 000g für 1 min. 
2. Entfernung des Abstrichtupfers 
3. Überführung des Überstandes in das Spin Column System 
4. Hinzufügen von 400µl „Binding Buffer TBS“, anschließende 
Zentrifugation bei 10 000g für 2 min und Verwerfen des Durchflusses 
5. Zugabe von 500µl „washing buffer HS“, Zentrifugation bei 10000 g für 
1 min. und Verwerfen des Durchflusses 
6. Zugabe von 750µl „washing buffer MS“, Zentrifugation bei 10000 g 
für 1 min und Verwerfen des Durchflusses 
7. Zugabe von 100 µl „Elution Buffer“ mit anschließender Inkubation für 
2 min bei Raumtemperatur. 
8. Zentrifugation bei 6 000g für 1min. und Verwerfen des Spin Column 
Systems 
Tabelle 34. Anleitung zur DNA Extraktion aus Transportpuffer TLS 
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Inaktivierung der 
Mykobakterien und 
Stabilisierung der 
Proben 
RNAlater 
1. Inkubation für 12 Std. bei 2-8°C und anschließende Inaktivierung bei 95°C 
für 5 min. 
2. Zentrifugation für 5 min. bei 5000g, Verwerfen des Abstrichtupfers und 
Überstandes 
PANTA 
1. Zufügen von 1ml „RNA Protect Bacteria Reagent“ und Inkubation bei 
Raumtemperatur für 5 min. 
2. Inaktivierung für 5 min. bei 95°C und darauf folgende Inkubation für 5 min. 
auf Eis 
3. Zentrifugation für 5 min. bei 5000g, Verwerfen des Abstrichtupfers und 
Überstandes 
Zelllyse 1. Überführen des Pellets auf Eis und Hinzugabe von 100µl CLS, 20µl 
Proteinase K und 15µl Lysozym 
2. Inkubation für 15 min. bei 37°C und darauf folgende Inkubation für 45 min. 
bei 55°C 
3. Zugabe von 350µl „Buffer RLT Plus“, Homogenisierung des Lysates und 
Überführung in ein Spin Column System 
4. Zentrifugation bei 9000g für 30 sek.  
5. Durchfluss wird der RNA Extraktion, das Spin Column System der DNA 
Extraktion zugeführt.  
RNA Extraktion und 
Reinigung  
1. Zugabe von 350µl Ethanol (70%), Überführung in „RNeasy Spin Column“ 
System und Zentrifugation bei 9000g für 15 sek.  
2. Verwerfen des Durchflusses, Hinzugabe von 700µl „Buffer RW1“ und 
Zentrifugation bei 9000g für 15sek. 
3. Verwerfen des Durchflusses, Hinzugabe von 500µl „Buffer RPE“ und 
Zentrifugation bei 9000g für 15 sek. 
4. Verwerfen des Durchflusses, Hinzugabe von 500µl Ethanol (80%) und 
Zentrifugation bei 9000g für 2 min. 
5. Verwerfen des Durchflusses, anschließende Zentrifugation mit geöffnetem 
Deckel bei 9000g für 5 min und erneutes Verwerfen des Durchflusses 
6. Zugabe von 25µl RNAse freies Wasser, Zentrifugation bei 9000g für 1 min. 
und Überführen des Reaktionsgefäßes auf Eis 
Reverse Transkription 
von RNA in cDNA 
1. Zugabe von 1µl reverse Transkriptase, 5µl „RT Reaction Buffer“ und 2µl 
RNAse freies Wasser 
2. Inkubation bei 42°C für 15 min. und darauf folgende Inaktivierung der 
reversen Transkriptase bei 95°C für 3 min. 
DNA Extraktion und 
Reinigung  
1. Zugabe von 500µl „Buffer AW1“ zum Spin Column System (Schritt 4. der 
Zelllyse) 
2. Zentrifugation bei 9000g für 15 sek, Verwerfen des Durchflusses und 
Zugabe von 500µl „Buffer AW 2“. 
3. Zentrifugation bei 9000g für 2 min., Verwerfen des Durchflusses und 
Hinzufügen von 50µl „Buffer EB“ (70°C erhitzt)  
4. Inkubation für 2 min. bei Raumtemperatur, anschließende Zentrifugation 
bei 9000g für 1 min. und Verwerfen des Spin Column System 
Tabelle 35. Anleitung zur kombinierten RNA/DNA Extraktion aus den Transportpuffern RNAlater und 
PANTA 
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Bakterienspezies Herk
unft 
a 
Ursprung b RLEP- 
qPCR 
Ergebnis c 
TTC- qPCR 
Ergebnis d 
16S rRNA RT- 
qPCR 
Ergebnis e 
Escherichia coli MVP  Humanes Isolatp - - - 
Streptococcus pyogenes MVP Humanes Isolatp - - - 
Propionibacterium acnes MVP Humanes Isolatp - - - 
Staphylococcus aureus MVP Humanes Isolatp - - - 
Stapylococcus. 
epidermidis 
MVP Humanes Isolatp - - - 
M. gordonae  NRZ  Humanes Isolatp - - - 
M. avium  NRZ Humanes Isolatp - - - 
M. abscessus NRZ Humanes Isolatp - - - 
M. kansasii  NRZ Humanes Isolatp - - - 
M. xenopi  NRZ Humanes Isolatc - - - 
M. fortuitum  NRZ Humanes Isolatc - - - 
M. intracellulare  NRZ Humanes Isolatp - - - 
M. marinum  NRZ Humanes Isolatp - - - 
M. malmoense  NRZ Humanes Isolatc - - - 
M. africanum NRZ Humanes Isolatp - - - 
M. bovis  NRZ Bovines Isolatp - - - 
M. microti NRZ Maus Isolatp - - - 
M. tuberculosis  NRZ Humanes Isolatp - - - 
Tabelle 36. Ergebnisse der Spezifitätstestung 
a Die DNA Extrakte wurden zur Verfügung gestellt vom Max von Pettenkofer-Institut; Ludwig-
Maximilians-Universität, München (MVP), dem Nationalen Referenzentrum für Mykobakterien, Borstel 
(NRZ) und AITM 
b Die Isolate wurden in potentiell pathogene Erreger p und Kommensale/mögliche Kontaminanten c der 
klinischen Proben eingeteilt. 
c Ergebnis der RLEP qPCR der DNA Extrakte; “+“zeigt ein positives und “-“ negatives Ergebnis an 
d Ergebnis der TTC qPCR der DNA Extrakte; “+“zeigt ein positives und “-“ negatives Ergebnis an 
e Ergebnis der 16S rRNA RT- qPCR der DNA Extrakte; “+“zeigt ein positives und “-“ negatives Ergebnis 
an 
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Abbildung 8. Datenerhebungsformular D1 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9. Lagerungsprotokoll 
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Abbildung 10. GenExpress Zertifikat 
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Abbildung 11. Sequenz RLEP Gen Standard 
 
 
 
 
  
129 
 
Abbildung 12. Sequenz TTC Gen Standard 
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Abbildung 13. Sequenz 16S rRNA Gen Standard 
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Abbildung 14. Patienteneinverständniserklärung (Seiten 1 und 2) 
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Abbildung 15. Patienteneinverständniserklärung (Seiten 3 und 4) 
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Abbildung 16. Patienteneinverständniserklärung (Seiten 5 und 6) 
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Abbildung 17. Ethikvotum (Seite 1) 
 
 
  
135 
 
Abbildung 18. Ethikvotum (Seite 2) 
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Abbildung 19. Ethikvotum (Seite 3) 
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Abbildung 20. SOP.1c: Probenentnahme (Seiten 1 und 2) 
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Abbildung 21. SOP.1c: Probenentnahme (Seiten 3 und 4) 
 
 
 
  
 
 
 
  
139 
 
 
 
Abbildung 22. SOP.1c: Probenentnahme (Seiten 5 und 6) 
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Abbildung 23. SOP.1c: Probenentnahme (Seiten 7 und 8) 
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Abbildung 24. SOP.1c: Probenentnahme (Seiten 9 und 10) 
 
 9 
Nasal)Swabs&
Before%nasal%swab%samples%are%obtained%the%procedure%is%explained%to%the%patients.%
Wear%gloves%for%your%protection!%
Ask%the%patient%to%move%the%head%back%to%the%neck%and%turn%the%head%carefully%to%the%opposite%site%of%the%nostril%you%intend%to%collect%the%sample%from.%
Carefully%collect%a%swab%sample%using%a%sterile%customLmade%swab%by%circling%the%entire%nostril.%Mycobacteria%are%located%in%the%nasal%mucosa%of%the%vestibule%
L%do%not%swab%deeper%as%this%is%not%necessary%and%might%cause%pain%and%provoke%bleeding!%
The%white%compound%of%the%swab%is%consecutively%striped%off%the%swab%stick%and%placed%into%the%respective%preLlabelled%transport%tube!%Ensure%that%all%
compounds%are%completely%covered%by%buffers.%Ensure%that%all%required%swab%samples%are%collected%per%patient%as%indicated%in%table%8.%The%swab%sample%must%
be%stored%in%an%upright%position%in%a%sample%box.%
▲&Collect&a&swab&sample&from&the&nasal&mucosa&of&the&vestibule!&)
Buccal)Swabs)
Before%buccal%swab%samples%are%obtained%the%procedure%is%explained%to%the%patients.%
Wear%gloves%for%your%protection!%
Ask%the%patient%to%move%the%head%back%to%the%neck%and%open%the%mouth%widely.%Carefully%collect%a%swab%sample%using%a%sterile%customLmade%swab%by%circling%
the%entire%buccal%mucosa%of%both%sides%of%the%mouth.%
The%white%compound%of%the%swab%is%consecutively%striped%off%the%swab%stick%and%placed%into%the%respective%preLlabelled%transport%tube!%Ensure%that%all%
compounds%are%completely%covered%by%buffers.%Ensure%that%all%required%swab%samples%are%collected%per%patient%as%indicated%in%table%8.%The%swab%sample%must%
be%stored%in%an%upright%position%in%a%sample%box.%
%
Slit)skin)smears)–)ear)lobe)
The%patient%is%asked%to%sit%down%at%ease%and%is%explained%the%procedure.%Before%taking%the%smear%the%earlobe%is%thoroughly%disinfected%and%allowed%to%airLdry%
completely.%One%hand%firmly%grasps%the%ear%lobe%between%finger%and%thumb,%maintaining%pressure%throughout%until%the%skin%becomes%pale%(bloodless).%After%
first%grasping,%a%sustained%rolling%movement%of%the%thumb%against%or%over%the%index%finger%may%help%considerably%to%reduce%bleeding%when%the%skin%is%incised.%
An%incision%is%being%made%in%the%skin%with%a%sterile%scalpel,%about%5%mm%long%and%2%to%3%mm%deep,%that%is,%deep%enough%to%penetrate%the%upper%dermis,%but%not%
so%deep%as%to%cause%bleeding.%The%scalpel%blade%is%turned%through%90%degrees%(i.e.%at%a%right%angle%to%the%line%of%the%original%cut%and%is%being%used%to%scrape%out%
tissue%fluid%and%pulp%from%the%tiny%wound.%The%material%is%smeared%from%the%end%of%the%scalpel%onto%a%customLmade%swab.%Consecutively%stripe%off%the%white%
compound%of%the%swab%stick%and%place%into%the%respective%preLlabelled%transport%tube!%Ensure%that%all%compounds%are%completely%covered%by%buffers%–%
eventually%by%snapping%the%compound%with%the%swab%stick.%Ensure%that%only%one%slit%skin%smear%is%collected%per%patient%and%body%site%(one%from%an%ear%lobe%
and%one%from%a%leprosy%lesion)%as%indicated%in%table%8.%The%swab%sample%must%be%stored%in%an%upright%position%in%a%sample%box.%
)
Slit)skin)smears)–)leprosy)lesion)
The%patient%is%asked%to%sit%down%at%ease%and%is%explained%the%procedure.%%The%site%to%be%smeared%is%thoroughly%disinfected%and%allowed%to%airLdry%completely.%
A%fold%of%the%skin%is%taken%firmly%between%thumb%and%forefinger,%pressure%is%maintained%until%the%skin%becomes%pale%(bloodless),%and%maintained%throughout%
the%procedure.%An%incision%is%being%made%in%the%skin%with%a%sterile%scalpel,%about%5%mm%long%and%2%to%3%mm%deep,%that%is%deep%enough%to%penetrate%the%upper%
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Abbildung 25. SOP2.b: Weiterverarbeitung der RNA/ DNA Proben (Seiten 1 und 2) 
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Abbildung 26. SOP2.b: Weiterverarbeitung der RNA/ DNA Proben (Seiten 3 und 4) 
 
 
 
 
  
144 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 27. SOP2.b: Weiterverarbeitung der RNA/ DNA Proben (Seiten 5 und 6) 
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Anonymisierte 
Patienten ID 
Probennummer Transport-
medium 
RLEP 
qPCR1) 
TTC 
qPCR2) 
16S rRNA 
RT-qPCR3) 
GAPDH 
qPCR4)  
T.A.MB.001 
T.A.MB.001.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.A.MB.001.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.A.MB.001.NR.C. CLS neg neg ND pos 
T.A.MB.001.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.A.MB.001.NR.R. RNAlater neg neg neg neg  
T.A.MB.001.NL.R. RNAlater pos neg pos ND 
T.A.MB.001.NR.P. PANTA pos neg neg ND 
T.A.MB.001.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.A.MB.002 
T.A.MB.002.NR.T. TLS pos pos ND ND 
T.A.MB.002.NL.T. TLS pos pos ND ND 
T.A.MB.002.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.A.MB.002.NL.C. CLS pos pos ND ND 
T.A.MB.002,NR.R. RNAlater pos pos pos ND 
T.A.MB.002.NL.R. RNAlater pos pos pos ND 
T.A.MB.002.NR.P. PANTA pos pos pos ND 
T.A.MB.002.NL.P. PANTA neg neg pos ND 
T.A.MB.003 
T.A.MB.003.NR.T. TLS pos neg ND ND 
T.A.MB.003.NL.T. TLS pos neg ND ND 
T.A.MB.003,NR.C. CLS pos neg ND ND 
T.A.MB.003.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.A.MB.003,NR.R. RNAlater pos neg neg pos 
T.A.MB.003.NL.R. RNAlater neg neg pos ND 
T.A.MB.003.NR.P. PANTA pos neg neg ND 
T.A.MB.003.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.A.MB.004 
T.A.MB.004.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.A.MB.004.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.A.MB.004.NR.C. CLS pos neg ND ND 
T.A.MB.004.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.A.MB.004.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.A.MB.004.NL.R. RNAlater pos neg pos ND 
T.A.MB.004.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
T.A.MB.004.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.A.MB.005 
T.A.MB.005.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.005.NL.T. TLS pos neg ND ND 
T.T.MB.005.NR.C. CLS pos neg ND ND 
T.T.MB.005.NL.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.005.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.005.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.005.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.005.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.A.MB.006 
T.A.MB.006.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.A.MB.006.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.A.MB.006.NR.C. CLS pos neg ND ND 
T.A.MB.006.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.A.MB.006.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.A.MB.006.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.A.MB.006.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
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Anonymisierte 
Patienten ID 
Probennummer Transport-
medium 
RLEP 
qPCR1) 
TTC 
qPCR2) 
16S rRNA 
RT-qPCR3) 
GAPDH 
qPCR4)  
T.A.MB.006.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.S.MB.007 
T.S.MB.007.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.S.MB.007.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.S.MB.007.NR.C. CLS pos neg ND ND 
T.S.MB.007.NL.C. CLS neg neg ND pos 
T.S.MB.007.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.S.MB.007.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.S.MB.007.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
T.S.MB.007.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.010 
T.T.MB.010.NR.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.010.NL.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.010.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.010.NL.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.010.NR.R. RNAlater pos neg pos ND 
T.T.MB.010.NL.R. RNAlater pos pos pos ND 
T.T.MB.010.NR.P. PANTA pos pos pos ND 
T.T.MB.010.NL.P. PANTA neg neg pos ND 
T.T.MB.011 
T.T.MB.011.NR.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.011.NL.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.011.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.011.NL.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.011.NR.R. RNAlater pos pos pos ND 
T.T.MB.011.NL.R. RNAlater pos pos pos ND 
T.T.MB.011.NR.P. PANTA pos pos pos ND 
T.T.MB.011.NL.P. PANTA neg neg pos ND 
T.T.MB.012 
T.T.MB.012.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.012.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.012.NR.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.012.NL.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.012.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.012.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.012.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.012.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.013 
T.T.MB.013.NR.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.013.NL.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.013.NR.C. CLS pos neg ND ND 
T.T.MB.013.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.T.MB.013.NR.R. RNAlater pos neg neg pos 
T.T.MB.013.NL.R. RNAlater pos neg pos ND 
T.T.MB.013.NR.P. PANTA pos neg neg ND 
T.T.MB.013.NL.P. PANTA pos neg neg ND 
T.T.MB.014 
T.T.MB.014.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.014.NL.T. TLS neg neg ND neg 
T.T.MB.014.NR.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.014.NL.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.014.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.014.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.014.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
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Anonymisierte 
Patienten ID 
Probennummer Transport-
medium 
RLEP 
qPCR1) 
TTC 
qPCR2) 
16S rRNA 
RT-qPCR3) 
GAPDH 
qPCR4)  
T.T.MB.014.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.015 
T.T.MB.015.NR.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.015.NL.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.015.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.015.NL.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.015.NR.R. RNAlater pos neg neg pos 
T.T.MB.015.NL.R. RNAlater pos neg neg pos 
T.T.MB.015.NR.P. PANTA pos neg neg ND 
T.T.MB.015.NL.P. PANTA pos neg pos ND 
T.T.MB.016 
T.T.MB.016.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.016.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.016.NR.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.016.NL.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.016.NR.R. RNAlater neg neg neg neg 
T.T.MB.016.NL.R. RNAlater neg neg neg neg 
T.T.MB.016.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.016.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.017 
T.T.MB.017.NR.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.017.NL.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.017.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.017.NL.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.017.NR.R. RNAlater pos neg neg neg 
T.T.MB.017.NL.R. RNAlater pos neg neg neg 
T.T.MB.017.NR.P. PANTA pos neg neg ND 
T.T.MB.017.NL.P. PANTA pos neg neg ND 
T.T.MB.018 
T.T.MB.018.NR.T. TLS pos neg ND ND 
T.T.MB.018.NL.T. TLS pos neg ND ND 
T.T.MB.018.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.018.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.T.MB.018.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.018.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.018.NR.P. PANTA pos neg neg ND 
T.T.MB.018.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.019 
T.T.MB.019.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.019.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.019.NR.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.019.NL.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.019.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.019.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.019.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.019.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.020 
T.T.MB.020.NR.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.020.NL.T. TLS neg neg ND pos 
T.T.MB.020.NR.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.020.NL.C. CLS neg neg ND pos 
T.T.MB.020.NR.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.020.NL.R. RNAlater neg neg neg pos 
T.T.MB.020.NR.P. PANTA neg neg neg ND 
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Anonymisierte 
Patienten ID 
Probennummer Transport-
medium 
RLEP 
qPCR1) 
TTC 
qPCR2) 
16S rRNA 
RT-qPCR3) 
GAPDH 
qPCR4)  
T.T.MB.020.NL.P. PANTA neg neg neg ND 
T.T.MB.021 
T.T.MB.021.NR.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.021.NL.T. TLS pos pos ND ND 
T.T.MB.021.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.021.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.T.MB.021.NR.R. RNAlater pos neg pos ND 
T.T.MB.021.NL.R. RNAlater pos pos pos ND 
T.T.MB.021.NR.P. PANTA pos pos pos ND 
T.T.MB.021.NL.P. PANTA pos pos pos ND 
T.T.MB.022 
T.T.MB.022.NR.T. TLS pos neg ND ND 
T.T.MB.022.NL.T. TLS pos neg ND ND 
T.T.MB.022.NR.C. CLS pos pos ND ND 
T.T.MB.022.NL.C. CLS pos neg ND ND 
T.T.MB.022.NR.R. RNAlater pos neg neg pos 
T.T.MB.022.NL.R. RNAlater pos pos pos ND 
T.T.MB.022.NR.P. PANTA pos pos pos ND 
T.T.MB.022.NL.P. PANTA pos neg neg ND 
Tabelle 37. qPCR Ergebnisse der klinischen Validierung. ID = Kennung; pos = positives Ergebnis; neg = 
negatives Ergebnis; ND = nicht durchgeführt (cDNA Proben wurde zum RNA Nachweis mittels 16S rRNA 
RT-qPCR getestet). 1) Ergebnis der mittels RLEP qPCR getesteten DNA Proben. 2) Ergebnis der mittels TTC 
qPCR getesteten DNA Proben. 3)Ergebnis der mittels 16S rRNA RT-qPCR getesteten RNA Proben. 
4)Ergebnis der mittels GAPDH qPCR getesteten DNA Proben (Da PANTA wie unter 3.3.8.2. beschrieben 
weder humane Zellen noch mRNA konserviert, wurde die GAPDH qPCR für Proben aus diesem Medium 
nicht durchgeführt). 
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